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1   Einleitung  
 
Im Laufe ihrer Reifung verlieren Erythrozyten Mitochondrien, Nucleus und 
andere Organellen (Gronowicz et al., 1984). Diese Bestandteile der Zelle sind 
für den programmierten Zelltod, auch Apoptose genannt, unabdingbar. Aus 
diesem Grund glaubte man für viele Jahre, Erythrozyten seien nicht in der Lage, 
ein suizidales Programm auszuführen und könnten daher nur über Milz und 
Leber physiologisch abgebaut werden. 2001 wurde durch Versuche jedoch 
bewiesen, dass selbst ausgereifte Erythrozyten über ein suizidales Programm 
verfügen (Bratosin et al., 2001). Dieser Vorgang wird seitdem im 
physiologischen Institut unter der Aufsicht von Prof. Dr.  Lang in Tübingen 
erforscht. Da das suizidale Programm der Erythrozyten Unterschiede zur 
Apoptose der zellkernhaltigen Zellen aufweist, wird das suizidale Programm der 
Erythrozyten seit dem Jahr 2005 Eryptose genannt (K. S. Lang et al., 2005a). 
Blut erfüllt im Körper eine Vielzahl von überlebenswichtigen Aufgaben. Hierzu 
gehören der Transport von Sauerstoff zu den körpereigenen Zellen, der 
Abtransport von Stoffwechselprodukten, die Thermoregulation, der Transport 
von Nährstoffen, sowie die Immunabwehr und die pH-Regulation (Jelkmann, 
2007).  
Blut ist zusammengesetzt aus festen, zellulären Bestandteilen, dem 
sogenannten Hämatokrit, und Blutplasma, welches hauptsächlich aus Wasser 
besteht und Proteine, Zucker, Elektrolyte, Kohlenstoffdioxid und Salze enthält 
(Cohn et al., 1946). Der Hämatokrit lässt sich in Erythrozyten, welche Sauerstoff 
binden, sodass dieser transportiert werden kann, Leukozyten, die für die 
Immunabwehr unabdingbar sind, und Thrombozyten, welche bei der Blutstillung 
eine wichtige Rolle einnehmen, einteilen (Jelkmann, 2007).  
Jeder Bestandteil des Blutes erfüllt somit eine wichtige Aufgabe. 
Funktionseinschränkungen der Bestandteile oder Verschiebungen des 
Gleichgewichts sind somit mit dem Leben nur schwer oder gar nicht vereinbar. 
Sinkt die Anzahl der funktionsfähigen Erythrozyten, so führt dies zum 
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Krankheitsbild der Anämie. Der Körper wird unzureichend mit Sauerstoff 
versorgt.  
Bereits in der Veröffentlichung über die Entdeckung des suizidalen Zelltodes 
der Erythrozyten im Jahr 2001 beschrieben Bratosin et al., dass man durch 
Eingreifen in dieses Suizidprogramm mittels Medikamenten auch in das 
Überleben von Erythrozyten eingreifen könne (Bratosin et al., 2001).  
Mittlerweile sind viele Substanzen bekannt, welche die Eryptose hervorrufen 
oder verhindern können. 
In der vorliegenden Dissertation wurde die Auswirkung von Carnosolsäure auf 
den suizidalen Zelltod von Erythrozyten untersucht. 
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2   Grundlagen 
 
2.1 Apoptose 
 
Der Begriff der Apoptose beschreibt den suizidalen Zelltod, welcher nach einem 
genetischen Programm abläuft. 
Der Pathologe und Biologe Rudolf Virchow beschrieb erstmals diesen Vorgang. 
Virchow nannte den Vorgang damals Nekrobiose und stellte ihn der Nekrose 
gegenüber (Gerschenson & Geske, 2001).  Im Jahr 1972 wurde von J.F.R. Kerr 
et al. der Begriff der Apoptose vorgeschlagen (Kerr et al., 1972). Der Begriff 
„Apoptose“ stammt aus dem Griechischen und setzt sich aus den Worten „apo“ 
und „ptosis“ zusammen, was zu „weg“ und „Fall“ übersetzt werden kann. Der 
Name spielt  darauf an, dass der physiologische Untergang der Zellen an das 
Wegfallen der Blätter im Herbst erinnert, einen funktionellen und gewünschten 
Vorgang. 
Apoptose spielt eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung des Gleichgewichts 
im sich kontinuierlich erneuernden Gewebe (Gavrieli et al., 1992). Durch den 
programmierten Zelltod werden auch entartete Zellen entfernt. Tritt durch die 
genetischen Veränderungen dieser Zellen das Suizidprogramm außer Kraft, so 
wird die Gewebegröße des Zellverbandes nicht mehr selbstständig kontrolliert, 
was zur Entstehung von Krebserkrankungen beiträgt (Bodey et al., 1998). 
Der programmierte Zelltod ist ebenfalls wichtig für die embryonale 
Zellproliferation und –differenzierung (Haanen & Vermes, 1996).  Auch in der 
Verhinderung von Autoimmunerkrankungen ist Apoptose durch Aussortieren 
autoreaktiver Zellen essentiell (Favaloro et al., 2012). 
Geht eine geschädigte Zelle durch Nekrose statt Apoptose zu Grunde, so 
entleert sich ihr zellulärer Inhalt ins Interstitium. Dies führt zu einer Schädigung 
des umliegenden Gewebes und zu Entzündungsreaktionen. Aus diesem Grund 
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ist es von Vorteil, dass geschädigte Zellen ebenfalls ihr Suizidprogramm 
aktivieren (Bodey et al., 1998).  
Tritt Apoptose jedoch verstärkt auf, so können Krankheitsbilder entstehen: Bei 
der häufigsten neurodegenerativen Erkrankung, Alzheimer, ist eine vermehrte 
Apoptose zu beobachten (Rohn, 2010). Auch in der zweithäufigsten 
neurodegenerativen Erkrankung, Parkinson, konnte im Tierversuch eine 
erhöhte Aktivität der Kaspase 3, ein für die Apoptose wichtiges Enzym, 
nachgewiesen werden (Samantaray et al., 2007). Diese zwei Krankheiten sind 
nur beispielhaft für die vielen, durch Apoptose gekennzeichneten 
Krankheitsbilder zu nennen.  
Apoptose stellt somit einen lebenswichtigen Vorgang dar, welcher vom Körper 
jedoch strikt reguliert werden muss, da sowohl eine vermehrte, als auch eine 
verminderte Apoptoserate zu schwerwiegenden Krankheitsbildern führt.  Es ist 
daher nicht verwunderlich, dass der suizidale Zelltod in der Forschung großes 
Interesse geweckt hat. Man möchte ihn besser verstehen um durch dieses 
Wissen in Krankheitsverläufe eingreifen können. 
 
 
 
2.1. 1 Morphologische Merkmale der Apoptose 
 
Morphologisch müssen zwei Hauptarten von Zelltod unterschieden werden: 
Apoptose und Nekrose. Während Nekrose wie in 2.1 beschrieben unerwünscht 
zu Entzündungsreaktionen führt, ist der programmierte Zelltod reguliert und es 
kommt durch Phagozytose der Zellbestandteile nicht zur Schädigung des 
umliegenden Gewebes (Kerr et al., 1994; Ziegler & Groscurth, 2004).  
Die morphologischen Veränderungen lassen sich in zwei Stadien einteilen: Im 
ersten Stadium trennt sich die Zelle aus dem Gewebeverband und kondensiert 
bis sie fragmentiert. Im zweiten Stadium werden diese Vesikel phagozytiert und 
durch Lysozyme abgebaut (Kerr et al., 1972). 
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Im Nucleus findet eine Verdichtung und Fragmentierung des Chromatins statt 
(Ziegler & Groscurth, 2004). Der Nucleus fragmentiert ebenfalls, wobei die 
einzelnen Fragmente des Chromatin in den Nucleusfragmenten eine 
charakteristische Halbmondform annehmen (Majno & Joris, 1995).  
Die Zelle schnürt nun durch Membranausstülpung einzelne Vesikel, sogenannte 
apoptotische Körper, ab (Kerr et al., 1994). Dieser Vorgang wird als „Membran-
Blebbing“ bezeichnet (Mills et al., 1998).  Wichtig für die Schonung des 
umliegenden Gewebes ist, dass beim Blebbing die Integrität der Zellmembran 
im Gegensatz zum nekrotischen Zelluntergang erhalten bleibt, weshalb der 
Inhalt der Vesikel nicht ins Interstitium gelangt (van Engeland et al., 1998). 
Damit Blebbing stattfinden kann, werden die Proteine des Zytoskeletts, vor 
allem Aktin, von Kaspasen gespalten (Kayalar et al., 1996).  Die Größe der 
beim Blebbing gebildeten apoptotischen Körperchen ist abhängig von der 
Konzentration filamentären Aktins (=F-Aktin) in der Zelle (Cunningham, 1995). 
Der Inhalt der apoptotischen Körper ist sehr unterschiedlich: Manche Vesikel 
enthalten fast ausschließlich kondensiertes Chromatin, während andere nur 
Zytoplasma enthalten (Kerr et al., 1972). 
Phagozyten erkennen die apoptotischen Körper durch die 
Phosphatidylserinexposition an ihrer Membranaußenseite, welches sich bei 
gesunden Zellen lediglich auf der Innenseite der Zellmembran befindet 
(Grimsley & Ravichandran, 2003; Savill et al., 1993). Rezeptoren der 
Makrophagen binden an das exponierte Phosphatidylserin, woraufhin die 
Phagozytose eingeleited wird  (Henson et al., 2001; Rubartelli et al., 1997).  
Durch das Binden von Phosphatidylserin an den Rezeptor wird die Produktion 
proinflammatorischer Zytokine wie IFN – γ und TNF – α inhibiert (Fadok et al., 
2001). 
Stattdessen setzen die Phagozyten Interleukin-10 frei, welches als anti-
inflammatorisches Zytokin eine Entzündung unterbindet (Voll et al., 1997).  
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2.1.2 Ablauf der Apoptose 
 
Der programmierte Zelltod kann über viele verschiedene Stimuli initiiert werden: 
Hierzu gehören das Binden von Liganden an Rezeptoren der Tumor-Nekrose-
Gruppe, Beschädigung der Integrität der DNA, Strahlung oder große 
Veränderungen der Homöostase der Zelle (Ziegler & Groscurth, 2004). 
Da Apoptose in der Homöostase des Gewebes eine wichtige Rolle spielt und 
ein Ansatz für die moderne Tumortherapie (Kerr et al., 1972) darstellt, werden 
die Abläufe des programmierten Zelltodes intensiv erforscht.  
Allgemein lassen sich zwei Hauptsignalwege unterscheiden: Der extrinsische 
Signalweg über einen Todesrezeptor und der intrinsische, mitochondrial 
vermittelte Signalweg (Elmore, 2007). In beiden Signalwegen werden aspartat-
spezifische Proteasen mit Cystein im aktiven Zentrum, sogenannte Kaspasen, 
aktiviert, welche den Zelltod vermitteln (Cryns & Yuan, 1998).  
Sobald Kaspasen durch ein Signal aktiviert werden, können diese weitere 
Kaspasen aktivieren und somit die Proteinaseaktivität durch eine Kaskade 
verstärken (Fulda & Debatin, 2006).  
Mit der Aktivierung der Kaspasen 3, 6 und 7 wird die sogenannte 
„Exekutionsphase“ der Apoptose eingeleited (Elmore, 2007). Diese aktivierten 
Kaspasen führen durch die Spaltung wichtiger Proteine den Zelltod herbei 
(Earnshaw, 1995).  Kaspase 3 spaltet die meisten unterschiedlichen Proteine 
und Versuche haben gezeigt, dass sie während der Apoptose in den Nucleus 
transloziert wird und dort für die Fragmentierung des Chromatin sorgt (Stroh & 
Schulze-Osthoff, 1998). 
Der extrinsische und intrinsische Signalweg sind nicht komplett getrennt zu 
betrachten, da sie auf einander Einfluss nehmen können. Zum Beispiel kann die 
Kaspase 8, welche im extrinsischen Signalweg aktiviert wird, den 
mitochondrialen Signalweg aktivieren, was das Todessignal der Zelle verstärkt 
(Igney & Krammer, 2002). Um dies zu erreichen spaltet Kaspase 8 Bid, welches 
mit Bcl2 und Bax, zwei wichtigen Proteinen des intrinsischen Signalweges, 
interagiert (Luo et al., 1998). Des Weiteren werden zwar zu Beginn der 
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Signalwege unterschiedliche Initiatorkaspasen aktiviert, jedoch laufen beide 
Wege bei der Aktivierung der Kaspasen 3, 6 und 7 zusammen (Elmore, 2007).   
 
 
 
2.1.2.1 Der extrinsische Signalweg 
 
Der extrinsische Signalweg wird aktiviert, wenn ein Ligand an einen 
Todesrezeptor der Zellmembran bindet (S. Wang & El-Deiry, 2003). Es werden 
acht Hauptmitglieder der Familie der Todesrezeptoren unterschieden: Tumor 
Nekrose Faktor Rezeptor 1 (= TNFR1), CD95 (=Fas-Rezeptor), DR3, TNF-
related apoptosis-inducing ligand receptor 1 (= TRAILR1), TRAILR2, DR6, 
Ectodysplasin A Rezeptor (= EDAR), und Nerve Growth Factor Receptor (= 
NGFR) (French & Tschopp, 2003; Wajant, 2003). 
Diese Rezeptoren haben eine sogenannte „Todesdomäne“, welche aus 
Aminosäuren besteht und für die Weiterleitung des Todessignals eine 
entscheidende Rolle spielt (Sartorius et al., 2001). 
Bindet der Ligand an den Rezeptor, werden die Initiator-Kaspasen 8 und 10 
rekrutiert und aktiviert (Guicciardi & Gores, 2009). Um diese Kaspasen zu 
rekrutieren binden zuerst mehrere intrazelluläre Proteine und Prokaspasen an 
den Rezeptor-Liganden-Komplex und bilden gemeinsam den Death-Inducing 
Signaling Complex (=DISC, Todeskomplex) (Medema et al., 1997). Unter 
diesen Proteinen muss sich das Fas-associated death domain Protein (=FADD) 
befinden um Kaspase 8 zu aktivieren (Hughes et al., 2016). Cellular FLICE-
inhibitory protein (=cFLIP) spielt eine wichtige Rolle bei der Apoptoseregulation. 
Ist cFLIP in großen Mengen intrazellulär vorhanden, so kann es durch Bindung 
an FADD den Todeskomplex inaktivieren und somit die Apoptose aufhalten 
(Irmler et al., 1997).  
Die aktivierten Kaspasen 8 und 10 aktivieren die Kaspasen 3 und 7 (Hughes et 
al., 2016). Kaspase 3 kann die Kaspasen 8 und 9 aktivieren, wodurch es zu 
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einem selbstverstärkenden Aktivierungsloop der Kaspasen kommt (Wajant, 
2003). 
 
 
2.1.2.2 Der intrinsische Signalweg 
 
Der intrinsische Signalweg wird durch Stimulation der Mitochondrienmembran 
initiiert (Igney & Krammer, 2002). Diese Stimulation erfolgt in der Regel durch 
Mangel an Wachstumsfaktoren, Etoposide, Actinomycin D, ultraviolette 
Strahlung, Staurosporine, erzwungene c-Myc-Expression oder Glukokortikoide 
(Green & Reed, 1998). 
Das Mitochondrium setzt auf diese Reize hin Cytochrom c und andere 
apoptogene Faktoren ins Zytosol frei (Shimizu et al., 1999). Um die Membran 
der Mitochondrien für diese Substanzen durchgängig zu machen, spielt die Bcl-
2-Familie (=B-Cell Lymphoma 2) eine große Rolle. Es gibt sowohl pro- als auch 
anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie (Adams & Cory, 1998).  Zu den 
pro-apoptotischen Proteinen dieser Familie gehören unter Anderem Bax, Bok, 
Bak und Bbc3, zu den anti-apoptotischen gehören Bcl-2, Bel-w, Mcl -1 und Bfl-
1(Martinou & Youle, 2011). Die pro-apoptotischen Bcl-2 Proteine lassen sich 
weiter unterteilen in multiregionale Proteine, welche durch Porenbildung die 
äußere Mitochondrienmembran direkt durchgängiger machen und BH3 
Proteine, welche diese porenformenden Bcl-2 Proteine und andere Kanäle 
aktivieren (Shamas-Din et al., 2013). 
Versuche haben gezeigt, dass gesunde Zellen sowohl pro- als auch anti-
apoptotische Bcl-2 Proteine exprimieren. Die anti-apoptotischen Proteine 
inaktivieren die Funktion der pro-apoptotischen Bcl-2 Proteine, indem sie 
Aktivator-BH3 Proteine an ihrer BH3-spezifischen Domäne binden (Chipuk & 
Green, 2008). Soll die Apoptose eingeleited werden, so binden die 
Sensibilisator-BH3 Proteine Bad, Noxa, Bik, Bmf, Hrk und Bnip3 an die anti-
apoptotischen Bcl-2 Proteine, welche die Aktivator-BH3 Proteine freigeben 
(Chipuk & Green, 2008; Kuwana et al., 2005).   
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Die Bcl-2 Proteine wirken ebenfalls auf die Membran des endoplasmatischen 
Retikulum (=ER), indem sie Kalziumkanäle aktivieren. Die erhöhte Menge an 
Kalzium kann zur Ruptur der äußeren Mitochondrienmembran führen, 
woraufhin Cytochrom c ebenfalls freigesetzt wird (Kuwana & Newmeyer, 2003).  
Im Zytosol bildet Cytochrom c mit dem Apoptotic Protease Activating Factor-1 
(= APAF1), ATP und der inaktiven Prokaspase 9 einen Komplex, welcher 
Apoptosom genannt wird (Igney & Krammer, 2002). Durch Dimerisierung 
aktiviert das Apoptosom die Initiatorkaspase 9 (Pop et al., 2006). Kaspase 9 
aktiviert wiederum die Exekutionskaspasen 3 und 7 und die Kaspasen 2, 6, 8 
und 10 (Slee et al., 1999). 
 
 
 
2.1.2.3 Der alternativ intrinsische Signalweg 
 
Neben den beiden Hauptsignalwegen, kann auch das  Endoplasmatische 
Retikulum bei ER-Stress die Apoptose vermitteln (Sano & Reed, 2013).   
In den Ribosomen des rauen ER findet die Translation der Proteinbiosynthese 
statt, während im glatten ER die postranslationale Modifikation stattfindet. Ist 
die Kapazität des ER, Proteine zu synthetisieren und modifizieren 
eingeschränkt oder überstiegen, so versucht die Zelle diesen ER-Stress über 
Aktivierung des Unfolded Protein Response (=UPR)  Signalweges zu lindern 
(Breckenridge et al., 2003).  
Kann der Stress jedoch nicht abgebaut werden, so wird Kaspase 12 aktiviert, 
welche zur Kalziumfreisetzung ins Zytosol führt (Nakagawa et al., 2000).  Wie in 
2.1.2.2 beschrieben,  zerreißt dies die äußere Mitochondrienmembran. An 
dieser Stelle läuft somit der alternativ intrinsische Signalweg mit dem 
intrinsischen Signalweg zusammen. 
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2.1.3 Regulationsmechanismen der Apoptose 
 
Wie zuvor bereits erwähnt, spielt die Apoptose eine entscheidende Rolle in der 
Entstehung vieler Krankheitsbilder. In den folgenden Kapiteln soll daher auf die 
wichtigsten Mechanismen, welche Angriffspunkte für moderne Therapieansätze 
darstellen, ebenso wie ihre Rolle bei der Entstehung von Krankheiten, 
eingegangen werden.  
 
 
2.1.3.1 Todesrezeptoren und DISC 
 
CD95 ist ein Todesrezeptor, welcher eine wichtige Rolle in der Auslese der T- 
und B-Zellen des menschlichen Immunsystems spielt. Genetische Defekte des 
CD95 führen zu Autoimmunerkrankungen und nicht-maligner 
Lymphadenopathie  (Krammer, 2000). 
Mit HIV infizierte T-Zellen zeigen eine erhöhte CD95-Expression, was zum 
erhöhten Suizid von T-Zellen und somit zur Schwächung des Immunsystems 
führt (Baumler et al., 1996).  
Die Aktivierung von Todesrezeptoren ist ein wichtiger Bestandteil der Wirkung 
der Chemotherapie. Tumorzellen mit Mutationen im CD95- und anderen 
Todesrezeptorgenen zeigen eine Resistenz gegen medikamentöse Einwirkung 
(Friesen et al., 1997).  Somit sind Anzahl und Zustand der Todesrezeptoren 
wichtige Faktoren bei der Wahl der Therapie. 
Auch Mutationen in den anderen Bestandteilen des DISC können zu 
Krankheiten führen. So führt eine Mutation  des für Fas zuständigen Gens zu 
einer Störung der Fas-FADD-Interaktion und somit zu einer ausbleibenden 
Bildung des DISC (L. Wang et al., 2010). 
Apoptose ist auch ein Defensivmechanismus des Körpers um von Viren 
infizierte Zellen zu eliminieren. Als Gegenmaßnahme greifen viele Viren in die 
Mechanismen der Apoptose ein. Zum Beispiel wird das viral-FLICE-like 
inhibitory Protein (= v-FLIP) vom γ-Herpesvirus und dem menschlichen 
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Molluscipoxvirus exprimiert und ist in der Lage, durch Bindung an den DISC die 
Aktivierung der Kaspase 8 zu unterbinden und die Apoptose somit aufzuhalten 
(Thome et al., 1997). 
 
2.1.3.2 Die Bcl-2 Proteinfamilie 
 
Viren können jedoch auch auf anderen Wegen die Apoptose inhibieren. Um die 
stark pro-apoptotische Wirkung des E1A Onkoproteins des Adenovirus 5 
auszugleichen, enthält es ebenfalls Bcl-2-ähnliche Proteine, welche anti-
apoptotisch wirken (Boulakia et al., 1996).  
Um die Rolle der Bcl-2 Proteinfamilie in Krankheiten aufzudecken, wurden 
zahlreiche Studien an Knock-out Mäusen durchgeführt: Bim-Knock-out Mäuse 
litten unter Splenomegalie und Lymphadenopathie (Bouillet et al., 1999). In 
Bax-Knock-Out Mäusen zeigte sich Infertilität mit Ansammlung atypischer 
Keimzellen, ebenso wie  eine verminderte T- und B-Lymphozytenauslese 
(Knudson et al., 1995). Wird dagegen die Wirkung des anti-apoptotisch 
wirkenden Bcl-2 durch Knock-out Mäuse untersucht, beobachtet man eine 
erhöhte Lymphozytenauslese (Nakayama et al., 1993), Thymus- und 
Milzinvolution und Nierenversagen (Veis et al., 1993).  
In geschädigten Zellen sammelt sich p53 an, welches die Transkription des 
anti-apoptotisch wirksamen Bcl-2 hemmt und somit die Apoptose auslösen 
kann. Ist Bcl-2 jedoch in Tumorzellen in größeren Mengen vorhanden, so ist 
dieses auch in der Lage, die Wirkung des p53 zu unterbinden (Jiang & Milner, 
2003). 
Bei vielen therapieresistenten Tumoren ist das Gleichgewicht der Bcl-2 Proteine 
zugunsten der anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie verschoben 
(Frenzel et al., 2009). 
INNO-406, ein Tyrosinkinaseinhibitor, erhöht die Expression von BH3-
Proteinen, welche, wie in 2.1.2.2 beschrieben, die anti-apoptotischen Mitglieder 
der Bcl-2 Familie inhibieren und somit die Apoptose der Tumorzelle 
ermöglichen (Kuroda et al., 2007).  
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Die Regulation der Bcl-2 Proteinfamilie stellt also sowohl in der Tumortherapie, 
als auch in der Therapie vieler viraler und Allgemeinerkrankungen einen 
vielversprechenden Ansatz dar. 
 
2.1.3.3 Kaspasenregulation 
 
Usurpin wird in Herzmuskelzellen ausgeschüttet, wenn diese nach einer 
Ischämie wieder durchblutet werden um deren apoptotischen Untergang 
aufzuhalten. Es besitzt eine ähnliche Struktur wie die Kaspasen 8 und 10, doch 
es fehlen die Aminosäuren Histamin und Cystein, welche für die proteolytische 
Aktivität essentiell sind. Durch Verdrängung können Kaspase 8 und 10 somit 
nicht vom DISC aktiviert werden (Rasper et al., 1998).  
Spinalmuskelatrophie, welche durch Motorneuronabbau charakterisiert wird, ist 
eine der häufigsten autosomal rezessiv vererbten Krankheiten (Melki, 1997). 
Durch eine Mutation des Gens, welches das neuronale Apoptoseinhibitorprotein 
kodiert, kann dieses Kaspasen nicht mehr inaktivieren, weshalb Motorneurone 
vermehrt den suizidalen Zelltod einleiten (Roy et al., 1995). 
Viren können den Untergang der Wirtszelle auch durch Inaktivierung der 
Caspasen mittels sogenannter Serin Protease Inhibitoren verhindern. Der 
Kuhpockenvirus lässt beispielsweise Cytokin Response Modifier (=CrmA) von 
der Wirtszelle synthetisieren (Pickup et al., 1986). Dieses Protein ist ein 
wirksamer Inhibitor der Kaspasen 1, 4, 5, 8, 9 und 10 durch Interaktion in deren 
aktivem Zentrum  (Garcia-Calvo et al., 1998). Das Myxomavirusprotein Serin 
Protease Inhibitor Protein 2(=SERP2) interagiert mit dem Interleukin-1 beta-
converting Enzym um die Aktivierung der Kaspase 1 zu verhindern (Petit et al., 
1996). P35 des Baculovirus inhibiert in der menschlichen Zelle die Kaspasen 1, 
3, 6, 7, 8 und 10 direkt (Zhou et al., 1998).  
Auch Tumorzellen verhindern ihre Apoptose indem sie in die 
Kaspasenregulation eingreifen. Survivin bindet an die Kaspasen 3, 7 und 9 und 
inaktiviert diese (Chandele et al., 2004; Wright et al., 2000). Survivin spielt eine 
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wichtige Rolle während der embryonalen Entwicklung, ist in normalen, 
differenzierten Zellen erwachsener Menschen jedoch nicht mehr nachweisbar 
(Ambrosini et al., 1997). In vielen Tumoren, vor allem Ösophagus-, Lungen-, 
Ovarial-, Uterus- und Nierenkarzinomen, sowie Melanomen, kann eine 
verstärkte Survivinexpression nachgewiesen werden (Fukuda & Pelus, 2006). 
Tumorzellen mit hohen Survivinkonzentrationen zeigen ebenfalls eine 
reduzierte Sensibilität gegen Radiotherapie (Asanuma et al., 2000). 
Es ist daher nicht verwunderlich, dass Survivin als Angriffspunkt in der 
Tumortherapie erforscht wird. YM155 interagiert mit den 269 Basenpaaren der 
Promoter Region und wirkt somit als Transkriptionsinhibitor von Survivin (Iwasa 
et al., 2008). Ein phosphorothioate antisense  Oligonucleotid bindet an die 
Survivin mRNA und inhibiert somit die Translation des Proteins (Li et al., 1999). 
Es werden jedoch auch Wege erforscht, Survivin direkt zu binden und zu 
inaktivieren. Shepherdin ist ein aus 5 Aminosäuren bestehendes Peptid, 
welches an Survivin binden kann und es somit inaktiviert (Plescia et al., 2005). 
Ein weiterer Therapieansatz ist die Impfung mit Antikörpern, welche anti-
apoptotische Moleküle wie Survivin binden (Andersen et al., 2008). 
In Huntington’s Disease, einer neurodegenerativen Erkrankung, wird durch die 
Spaltung von Huntingtin die Kaspase-3-Aktivität erhöht und somit verstärkt 
Apoptose in Nervenzellen ausgelöst  (Goldberg et al., 1996).  
 
 
 
2.1.3.4 Ceramide 
 
Ceramide wird auch als „tumor suppressor lipid“ bezeichnet, da es pro-
apoptotische Signale potenziert (Liu et al., 2013). In vielen Tumorzellen wird 
diese Funktion von  Ceramide durch eine erhöhte Expression von Ceramide-
metabolisierenden Enzymen und Inhibition der Biosynthese von Ceramid 
unterdrückt (Bieberich, 2008). 
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Normalerweise liegt Ceramide als Sphingomyelin, welches aus Sphingosin und 
Ceramide zusammengesetzt ist, an der Zellmembran vor. Wird die Zelle 
Stressfaktoren wie pro-inflammatorischen Zytokinen, oxidativem und 
nitrosativem Stress, UV- und γ-Strahlung, sowie chemotherapeutisch 
wirksamen Substanzen ausgesetzt, so erhöht sich die 
Sphingomyelinaseaktivität (Huwiler & Zangemeister-Wittke, 2007). Diese spaltet 
Sphingomyelin, woraufhin Ceramide seine Wirkung in der Zelle entfalten kann.  
Für den intrinsischen Signalweg ist die Permeabilitätserhöhung der 
Mitochondrienmembran essentiell. Ceramide interagiert mit dem Bcl-2-Protein 
Bax um Poren in der Mitochondrienmembran zu bilden (Lee et al., 2011). 
Es werden deshalb Ceramidase-Inhibitoren und Ceramide-Imitatoren 
untersucht, um die Apoptose in Tumorzellen zu verstärken (Bhabak et al., 
2013). 
 
 
2.2 Erythrozyten 
 
Um in den Mitochondrien Energie für die Vorgänge der Zelle bereit zu stellen, 
ist Sauerstoff essentiell. Der Transport des Sauerstoffs von der Lunge zu den 
Zellen des Körpers ist durch die Erythrozyten zu gewährleisten.  
Mit 4 – 6 x 1012 Erythrozyten pro Liter Blut beim gesunden erwachsenen 
Menschen sind Erythrozyten die häufigsten Blutzellen des menschlichen 
Körpers und tragen 99% zum Gesamtzellvolumen des Blutes bei (Dzierzak & 
Philipsen, 2013).  
Erythrozyten haben einen Durchmesser von etwa 7 µm und eine Dicke von 
etwa 2 µm (Doshi et al., 2009).  Von der Seite weisen sie eine bikonkave Form 
auf. Diese Form der roten Blutkörperchen ist für ihre Funktion äußerst nützlich: 
Das Oberfläche-Volumen-Verhältnis wird im Gegensatz zu einer runden Form 
zugunsten der Oberfläche verschoben, weshalb an dieser vergrößerten 
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Oberfläche ein vermehrter Sauerstoffaustausch stattfinden kann (Svetina, 
2012). 
Während der Zirkulation im Körper müssen Erythrozyten Kapillaren passieren, 
welche kleiner als der Durchmesser der Erythrozyten sind. Aus diesem Grund 
ist es für die Erythrozyten essentiell, verformbar zu sein. Hauptfaktoren für die 
Verformbarkeit der Erythrozyten sind die mechanischen Eigenschaften der 
Erythrozytenmembran, die Viskosität des Zytoplasma (welche wiederum 
hauptsächlich von der mittleren zellulären Hämoglobin-Konzentration abhängig 
ist) und die elastischen Eigenschaften des Zytoskeletts (Cluitmans et al., 2012). 
Im Laufe ihrer Reifung verlieren Erythrozyten Organellen, wie den Nucleus, 
Mitochondrien oder Ribosomen (Gronowicz et al., 1984). Zwar können 
Erythrozyten somit nur noch durch anaerobe Glykolyse Energie für zelluläre 
Prozesse gewinnen, doch sind sie nun in der Lage, trotz ihrer geringen Größe 
viel Hämoglobin zu transportieren (Jelkmann, 2007). Hämoglobin ist das 
Protein, welches es den Erythrozyten durch seine Sauerstoffaffinität erlaubt, 
Sauerstoff von der Lunge aufzunehmen und durch den Blutkreislauf zu den 
Zellen des Körpers zu transportieren. Hämoglobin wird als Tetramer aus vier 
Untereinheiten gebildet. Beim gesunden Erwachsenen sind dies 2 α- und 2 β- 
Untereinheiten (Manning et al., 2009).  
Die verschiedenen Untereinheiten des Hämoglobin sind wichtig, da sie für den 
„kooperativen Effekt“ des Proteins sorgen (Nagatomo et al., 2015). Unter 
Kooperativität versteht man, dass die Affinität des Proteins zum Liganden, im 
Fall des Hämoglobin also die Sauerstoffaffinität, davon abhängig ist, wie viele 
Moleküle bereits an die anderen Untereinheiten des Proteins gebunden sind. 
Beim α2β2 –Hämoglobin-Tetramer begünstigt die Bindung von Sauerstoff 
weitere Sauerstoffbindung an das Hämoglobin (Nagatomo et al., 2015). In der 
Lunge kann somit schnell viel Sauerstoff aufgenommen werden. Im peripheren 
Blutkreislauf sinkt durch die erhöhte Konzentration von Kohlenstoffdioxid der 
pH-Wert, was die Sauerstoffaffinität des Hämoglobin herabsetzt (Douglas et al., 
1912). Die Abgabe von Sauerstoff an die Zellen wird somit erleichtert.  
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2.2.1 Erythropoese 
 
Erythrozyten können sich durch den Verlust ihrer Organellen nicht mehr teilen. 
Sie müssen also in anderen Organen aus pluripotenten Stammzellen 
kontinuierlich gebildet werden (Jelkmann, 2007). Dieser Vorgang wird als 
Erythropoese bezeichnet. 
Im Embryo von Säugetieren findet die Erythropoese zu Beginn im Dottersack 
statt (Wu et al., 1995). Nach und nach wird diese Aufgabe von Leber, Milz und 
Thymus übernommen (Orkin & Zon, 2008). Ab dem 6. Monat findet die 
Erythropoese hauptsächlich im Knochenmark statt (Wu et al., 1995).  
In der Niere wird das Protein Erythropoetin hergestellt, welches die 
Erythropoese stimuliert (Lin et al., 1985). Dieses Protein wird vermehrt 
freigesetzt, wenn in der Niere ein Sauerstoffmangel festgestellt wird (Beru et al., 
1986). 
Die Differenzierung der Erythrozyten von pluripotenten Stammzellen zu 
funktionsfähigen Erythrozyten läuft über mehrere Zwischenschritte. Hierbei 
werden aus Pro-Erythroblasten über Erythroblasten und Normoblasten 
schließlich Retikulozyten, welche das Knochenmark verlassen und im Blut zu 
Erythrozyten reifen (Dzierzak & Philipsen, 2013).  
Durch den Verlust ihrer Organellen ist der Stoffwechsel der Erythrozyten 
eingeschränkt und der alterungsbedingte Flexibilätsverlust kann nicht repariert 
werden. Um die dünnen, peripheren Kapillaren nicht mit den gealterten 
Erythrozyten zu verstopfen, bleiben diese nach einer Zirkulationsdauer von 
etwa 120 Tagen im Blut in den dünnen Endothelspalten der Milz stecken und 
werden dort von Makrophagen beseitigt (Dinkla et al., 2012). Die Kupfferzellen 
der Leber sind Makrophagen, welche ebenfalls an der  Beseitigung gealterter 
Erythrozyten beteiligt sind (Nguyen-Lefebvre & Horuzsko, 2015). 
Erythrozytenalterung führt zur Bindung von IgG-Antikörpern an deren 
Zelloberfläche, weshalb sie für die Kupfferzellen zur Phagozytose markiert sind 
(Bosman et al., 2005).  
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2.2.2 Aufbau der Erythrozytenmembran 
 
Die Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran und ein Netzwerk aus 
Membran-assoziierten Proteinen, das Membranskelett, sind für die 
charakteristische, bikonkave Form und die Flexibilität des Erythrozyten 
unabdingbar (Khanna et al., 2002).  
Die wichtigsten Proteine dieses Membranskeletts sind Spectrin, Actin, Protein 
4.1R, Ankyrin, Actin-assoziierte Proteine und Band 3-enthaltende 
Multiproteinkomplexe (Lux, 2016). 
Eine weitere wichtige Funktion der Membran ist die Abgrenzung des 
intrazellulären vom extrazellulären Millieu. Für die Funktion der Zelle ist es 
wichtig, dass sich die intrazelluläre Ionenkonzentration von der extrazellulären 
Zusammensetzung unterscheidet. Ionenaustausch findet daher über Kanäle 
statt. Zu diesen Kanälen gehört auch der Gardos-Kanal, ein Calcium-
abhängiger Kaliumkanal (Andolfo et al., 2016), welcher bei der Eryptose eine 
wichtige Rolle spielt (Browning et al., 2006). 
Während Cholesterol gleichmäßig zwischen den beiden Leaflets der 
Lipiddoppelschicht verteilt ist, sind die Lipoproteine ungleichmäßig verteilt 
(Devaux, 1991). 
Glycolipide, Phosphatidylcholine und Sphingomyelin befinden sich auf der 
Außenseite der Membran, während Phosphatidylinositol, 
Phosphatidylethanolamine und Phosphatidylserin auf der Innenseite der 
Membran zu finden sind (Smith, 1987). Um die Asymmetrie aufrecht zu halten, 
befinden sich Lipidtransporter in der Membran, welche die Verteilung der 
Phospholipide regulieren (Daleke, 2008). 
Diese Asymmetrie zu wahren ist wichtig, da zum Beispiel durch Expression von 
Phosphatidylserin auf der Außenseite der Membran die Adhäsion der 
Erythrozyten an Endothel gesteigert wird, was zur Bildung von Thromben und 
somit zur Verstopfung kleiner Kapillaren führen kann (Wautier et al., 2011; 
Wood et al., 1996).  
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Die Expression von Phosphatidylserin auf der Erythrozytenoberfläche gehört 
außerdem zu den Charakteristika sowohl der Apoptose, als auch der Eryptose 
(E. Lang & Lang, 2015). 
 
 
2.3 Eryptose 
 
Erythrozyten besitzen weder Zellkern, noch Mitochondrien oder ein 
endoplasmatisches Retikulum. Wie in Kapitel 2.1 beschrieben, sind diese 
Organellen für den Ablauf der Apoptose essentiell. Aus diesem Grund dachte 
man lange, Erythrozyten könnten keinen suizidalen Zelltod einleiten. Versuche 
zeigten, dass gealterte Erythrozyten in Milz und Leber abgebaut werden. Man 
ging daher davon aus, dass die Erythrozytenmauserung einzig durch diese 
beiden Organe stattfinden würde.  
Wie zuvor bereits erwähnt, wurde im Jahr 2001 von D. Bratosin et al. der 
suizidale Zelltod von Erythrozyten in Versuchen nachgewiesen (Bratosin et al., 
2001). Vier Jahre lang beschrieben Wissenschaftler diesen Vorgang als 
Apoptose oder Erythrozytenapoptose. Für den Ablauf der Apoptose sind jedoch 
Organellen erforderlich. Der suizidale Zelltod der Erythrozyten weist somit 
unterschiedliche Mechanismen auf. Um dieser Tatsache gerecht zu werden, 
wurde 2005 von Lang et al. der Begriff „Eryptose“ geprägt. Dieser setzt sich aus 
Erythrozyt und Apoptose zusammen (K. S. Lang et al., 2005a). 
Trotz unterschiedlicher Mechanismen, welche zum suizidalen Zelltod von 
Erythrozyten und kernhaltigen Zellen führen, weisen diese viele morphologische 
Gemeinsamkeiten auf.  
Bereits vor der Entdeckung des suizidalen Zelltodes von Erythrozyten wurde 
beobachtet, dass sie in der Lage sind, Phosphatidylserin auf ihrer Oberfläche 
zu exprimieren (Setty et al., 2000). Des Weiteren zeichnet sich Eryptose auch 
durch Zellschrumpfung, Blebbing und Phagozytose der somit gebildeten Vesikel 
durch Makrophagen aus (Bratosin et al., 2001).  
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Während ihrer ca. 120-tägigen Zirkulation sind Erythrozyten multiplen 
Stressfaktoren ausgesetzt. Aufgrund ihrer Sauerstofftransportfunktion erleiden 
sie in der Lunge hohen oxidativen Stress (Stocker et al., 1985). Durch ihre 
Passage in Kapillaren werden sie mechanischem Stress ausgesetzt. Um die 
dadurch entstandenen Schäden zu reparieren, erhöhen Erythrozyten ihren 
Energieumsatz (Kodicek et al., 1990). Sind die Schäden allerdings zu hoch, so 
können die roten Blutkörperchen durch Hämolyse zugrunde gehen. Dies führt 
zur Freisetzung der zellulären Bestandteile des Erythrozyten (Jelkmann, 2007). 
Das sich nun extrazellulär befindliche Hämoglobin wirkt aufgrund der 
gebundenen Eisenionen gefäßschädigend und kann zu Thrombosen führen 
(Woollard et al., 2009). Des Weiteren kann Häm die Tubuli der Niere schädigen, 
weshalb Patienten mit Krankheiten, welche mit verstärkter Hämolyse 
einhergehen, oft unter Niereninsuffizienz leiden (Qian et al., 2010). 
Schafft es ein Erythrozyt sein suizidales Programm ablaufen zu lassen, bevor er 
durch Hämolyse zugrunde geht, so gelangen seine schädigenden Inhalte nicht 
nach extrazellulär, sondern werden von Makrophagen abgebaut. 
Während Apoptose im Vergleich zur Nekrose einen gewebeschonenden Zelltod 
einer kernhaltigen Zelle darstellt, so stellt die Eryptose analog einen 
schonenden Zelltod im Gegensatz zur Hämolyse dar.  
 
 
 
2.3.1 Signalwege der Eryptose 
 
Während die Eryptose wie zuvor beschrieben morphologisch große Ähnlichkeit 
mit der Apoptose aufweist, so sind die grundlegenden Mechanismen aufgrund 
der fehlenden Organellen unterschiedlich.  
Es konnten zwei grundlegende Signalwege der Eryptose nachgewiesen 
werden: Ein kalziumabhängiger Signalweg und ein ceramideabhängiger 
Signalweg (F. Lang et al., 2006a). 
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In geschädigten Erythrozyten werden Cyclooxygenasen aktiviert, weshalb 
vermehrt Prostaglandin E2 gebildet werden kann (Oonishi et al., 1998). Die 
Ansammlung von Prostaglandin E2 in den Erythrozyten führt zur Öffnung von 
Kalziumkanälen. Die erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentration führt 
wiederum zur Öffnung von Kaliumkanälen und folglich zum 
Kaliumchloridverlust, zur Hyperpolarisation und zur Zellschrumpfung (K. S. 
Lang et al., 2005a). Diese als Gardos-Kanäle bezeichneten Kaliumkanäle der 
Erythrozyten werden sowohl von erhöhtem intrazellulärem Kalzium, als auch 
bei ATP-Mangel aktiviert (F. Lang, 2007).  
Der erhöhte intrazelluläre Kalziumgehalt führt ebenfalls zur Aktivierung von 
Scramblasen, welche Phosphatidylserin von der Innenseite der Zellmembran 
auf die Außenseite befördern (K. S. Lang et al., 2003). Wie zuvor beschrieben 
wird durch die Bindung von Rezeptoren der Makrophagen an Phosphatidylserin 
eine suizidale Zelle erkannt und kann phagozytiert werden.  
Beim ceramideabhängigen Signalweg wird aufgrund eines osmotischen 
Schocks Ceramide durch Aktivierung der Sphingomyelinase gebildet (K. S. 
Lang et al., 2004a). Während Ceramide in kernhaltigen Zellen, wie zuvor 
beschrieben, die Mitochondrienmembran durchlässiger macht und somit pro-
apoptotisch wirksam ist, wirkt es in Erythrozyten pro-eryptotisch, indem es 
durch Interaktion mit dem Zytoskelett die Erythrozytenmembran fragiler macht 
und somit die Vesikelbildung beim Blebbing erleichtert (Dinkla et al., 2012).  
Der Platelet-activating factor (=PAF, 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-
3phosphocholin) wirkt auf beide Signalwege der Eryptose (K. S. Lang et al., 
2005a). PAF erhöht das intrazellulär verfügbare Calcium, indem es einerseits 
die Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern fördert und auf die 
Ionenkanäle der Zellmembran wirkt (Valone & Johnson, 1987). Versuche 
zeigten auch eine erhöhte Bildung von Ceramide aus Sphingomyelin durch PAF 
(P. A. Lang et al., 2005c). 
Ein Mangel an Glucose und somit ein Energiemangel des Erythrozyten aktiviert 
durch Phosphorylierung die Janus Kinase 3, welche ebenfalls auf beide 
Signalwege der Eryptose einwirkt (Bhavsar et al., 2011). 
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So wie kernhaltige Zellen enthalten auch Erythrozyten die Kaspasen 3 und 8 
(Berg et al., 2001). Es konnte nachgewiesen werden, dass diese durch 
erhöhten oxidativen Stress in Erythrozyten aktiviert werden (F. Lang et al., 
2006a). 
Die zuvor beschriebenen Kalziumkanäle können ebenfalls durch Oxidation 
aktiviert werden und somit nach oxidativem Stress den suizidalen Zelltod 
einleiten (Duranton et al., 2002).  
In gealterten Erythrozyten befindet sich weniger N-acetyl-L-Cystein, ein 
wichtiger Antioxidant zum Schutz der Erythrozyten vor oxidativem Stress. Aus 
diesem Grund zeigten in Versuchen gealterte Erythrozyten eine erhöhte 
Anfälligkeit für Eryptose (Ghashghaeinia et al., 2012). 
 
 
 
2.3.2 Inhibitoren der Eryptose 
 
In den Versuchen über gealterte Erythrozyten konnte die vermehrte 
Eryptoserate gealterter Erythrozyten durch Zugabe von N-acetyl-L-Cystein 
wieder herabgesetzt werden (Ghashghaeinia et al., 2012).  
Erythropoetin spielt nicht nur bei der Bildung von Erythrozyten eine 
entscheidende Rolle. Es wirkt dem suizidalen Sterben von Erythrozyten 
entgegen indem es Kalziumkanäle hemmt (F. Lang & Qadri, 2012).  
Stickstoffmonoxid (=NO) wirkt in kernhaltigen Zellen je nach Konzentration pro- 
oder anti-apoptotisch (Haendeler et al., 1999). In geringer Konzentration kann 
es das Überleben der Zelle durch Inaktivierung der Kaspase 3 sichern (Kim et 
al., 1997). Durch seine inhibierende Wirkung auf das Scrambling der Membran, 
konnte auch in Erythrozyten der suizidale Zelltod durch Stickstoffmonoxid 
herabgesetzt werden (Nicolay et al., 2008). Endothelin B stimuliert die Bildung 
von Stickstoffmonoxid und wirkt somit ebenfalls anti-eryptotisch (Foller et al., 
2010b).  
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Wie in 2.3.1 erwähnt, führt Energiemangel zur Eryptose. AMP-activated 
Proteinkinase (=AMPK) wird bei Energiemangel aktiviert und stimuliert die 
Energieproduktion, limitiert den Energieverbrauch und macht Erythrozyten 
resistenter gegen pro-eryptotische Stimuli (Foller et al., 2009b). 
Koffein wirkt hemmend auf Kalziumkanäle der Erythrozyten und somit ebenfalls 
anti-eryptotisch (Floride et al., 2008). Einige Katecholamine inhibieren den 
Austritt von Chlorid aus dem Erythrozyten und hemmen somit den 
Kalziumeinstrom (P. A. Lang et al., 2005b). 
Glutathion wirkt deoxidierend auf die Ionenkanäle der Erythrozytenmembran, 
woraufhin diese bei oxidativem Stress weniger aktiviert werden und folglich die 
Eryptoserate sinkt (Dumaswala et al., 2000). 
Weitere Inhibitoren der Eryptose sind Adenosin (Niemoeller et al., 2007), 
Amitriptylin (Brand et al., 2008), Staurosporine (Klarl et al., 2006) und Harnstoff 
(K. S. Lang et al., 2004b). 
 
 
 
2.3.3 Anämie 
 
Der suizidale Zelltod von Erythrozyten schützt den Körper vor den 
gewebeschädigenden Folgen der Hämolyse. Ist die Regulation der Eryptose 
jedoch fehlgesteuert, so können, wie bei der Fehlregulation der Apoptose, 
Krankheitsbilder entstehen. Eine vermehrte Eryptose kann somit zur 
Entstehung einer Anämie führen oder eine bereits bestehende Anämie 
verschlimmern (F. Lang et al., 2006a). 
Die WHO definiert Anämie als einen Zustand, bei dem die Anzahl der roten 
Blutkörperchen oder deren Sauerstofftransportkapazität insuffizient ist um den 
physiologischen Bedürfnissen des Körpers gerecht zu werden. Diese 
Bedürfnisse variieren je nach Alter, Geschlecht, Höhenlage und 
Schwangerschaftszustand (McLean et al., 2009).  
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Klinische Symptome einer Anämie sind Müdigkeit, Atemlosigkeit, 
Schwächegefühl, Kopfschmerzen und Appetitlosigkeit (Yellen et al., 1997). 
Eisenmangel ist der häufigste Grund für das Entstehen einer Anämie (Rusia et 
al., 1995). 
Leidet eine Schwangere unter Anämie, so kann dies zu Frühgeburten und 
Wachstumsstörungen führen (Steer, 2000) und die kognitive Entwicklung des 
Kindes beeinträchtigen (Grantham-McGregor & Ani, 2001).  
In älteren Patienten mit chronischen Erkrankungen stellt Anämie eine weitere 
Belastung für den Körper dar und wirkt sich negativ auf deren Überlebensrate 
aus (McEvoy & Shander, 2013). Die Bluttransfusionen, welche der Anämie 
entgegenwirken sollen, sind jedoch auch nicht ohne Risiko: Sie können beim 
erkrankten Patienten zu Infektionen, Immunsuppression und Organversagen 
führen (Athar et al., 2012).  
Gerade bei älteren, multimorbiden Patienten sollte daher versucht werden, eine 
Anämie zu vermeiden und den suizidalen Zelltod von Erythrozyten zu 
minimieren. Viele Krankheiten sind jedoch mit einer erhöhten Eryptoserate 
vergesellschaftet.  
 
 
 
2.3.4 Eryptose in Krankheiten 
 
Versuche konnten zeigen, dass Eisen nicht nur für die 
Sauerstofftransportfunktion der roten Blutkörperchen essentiell ist, sondern 
auch für das Überleben der Erythrozyten eine Rolle spielt: Erythrozyten von 
Mäusen mit Eisenmangel gingen verstärkt durch suizidalen Zelltod zugrunde, 
was auf eine Eisenmangelanämie noch verstärkend wirkt (Kempe et al., 2006). 
Bei der Sichelzellanämie besitzen die Erythrozyten nicht ihre charakteristische 
bikonkave Form. Durch Mutation besitzen sie stattdessen eine Sichelform und 
sind weniger verformbar, bleiben vermehrt in den Milzsinus stecken und werden 
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daher vermehrt aussortiert. Die mit dieser Krankheit vergesellschaftete erhöhte 
Eryptose verstärkt somit die vorbestehende Anämie (P. A. Lang et al., 2009). 
Während die meisten Erythrozyten beim Hämolytisch Uremischen Syndrom 
(=HUS) durch Hämolyse zugrunde gehen, konnte beim HUS auch eine 
vermehrte Eryptose nachgewiesen werden (P. A. Lang et al., 2006b). 
In Patienten mit Fieber konnte eine erhöhte Eryptoserate festgestellt werden 
(Foller et al., 2010a).  Auch bei Lebererkrankungen zeigte sich eine erhöhte 
Sphingomyelinaseaktivität und somit Aktivierung der Eryptose über den 
Ceramide-abhängigen Signalweg (P. A. Lang et al., 2007). In septischen 
Patienten wird die vermehrte Eryptose durch erhöhtes intrazelluläres Kalzium 
hervorgerufen (Kempe et al., 2007).  
Krebs ist eine schwerwiegende Erkrankung, deren Verlauf und Therapie mit 
vielen beeinträchtigenden Nebenwirkungen einhergeht. Viele an Krebs 
erkrankte Patienten leiden ebenfalls unter einer Anämie (Spivak, 1994). In 
Patienten mit Lungenkrebs konnte nachgewiesen werden, dass verstärkte 
Eryptose zu dieser Anämie beiträgt (Bissinger et al., 2016). 
Das von der Niere produzierte Hormon Erythropoetin ist für die Erythropoese 
essentiell und inhibiert, wie in 2.3.2 erwähnt die Eryptose. Bereits im Jahr 1836 
beschrieb der Pathologe Richard Bright schwere Blutarmut als eine 
Komplikation bei Patienten mit Nierenversagen. Heute weiß man, dass dieser 
Komplikation reduzierte Erythropoese durch fehlendes Erythropoetin zugrunde 
liegt (Erslev & Besarab, 1997).  Durch das fehlende Erythropoetin findet bei 
diesen Patienten eine vermehrte Eryptose statt, was deren Anämie verstärkt 
(Abed et al., 2014). 
Eine Krankheit, bei welcher die mit ihr vergesellschaftete vermehrte Eryptose 
einen Vorteil darstellt, ist Malaria. Plasmodien, die Krankheitserreger von 
Malaria, vermehren sich in Erythrozyten. Geht der Erythrozyt aufgrund von 
Eryptose zugrunde, so werden auch die in ihm befindlichen Plasmodien zerstört 
(Foller et al., 2009a).  
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2.4 Carnosolsäure 
 
 
1962 wurde Carnosolsäure, auch Salvin genannt, von Horst Linde aus den 
Blättern von Salvia officinalis (=Salbei) isoliert und beschrieben (Linde, 1964). 
Im Jahr 1969 zeigte Carl Heinz Brieskorn, dass Carnosolsäure für die 
antioxidative Wirkung von Rosmarin und Salbei zuständig ist (Brieskorn & 
Domling, 1969).  
Versuche haben gezeigt, dass die Konzentration von Carnosolsäure in den 
Blättern von Salbei und Rosmarin zwar variieren kann, in der Regel jedoch 
zwischen 3 und 10% des Gewichts luftgetrockneter Rosmarinblätter ausmacht 
(Wellwood & Cole, 2004). Carnosolsäure konnte sonst nur in weiteren 
Mitgliedern der Familie der Lippenblütler, zu welcher Rosmarin und Salbei 
gehören,  nachgewiesen werden (Birtic et al., 2015). 
 
 
 
 
Abbildung 1: Strukturformel von Carnosolsäure (Oh et al., 2012) 
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Carnosolsäure gehört zu den phenolischen Diterpenen und besitzt die 
Summenformel C20H28O4 (de Oliveira et al., 2016). Aufgrund seiner vielseitigen 
Eigenschaften findet Carnosolsäure sowohl in der Industrie als auch in der 
Forschung Interesse. 
Durch seine anti-oxidative Wirkung wird Carnosolsäure als 
Konservierungsmittel in Lebensmitteln und Kosmetik angewendet (Gottardi et 
al., 2016; Yesil-Celiktas et al., 2010).  
In der Medizin findet Carnosolsäure momentan noch keine therapeutische 
Anwendung, doch sowohl in Vitro, als auch Tierversuche zeigen 
vielversprechende Anwendungsmöglichkeiten der Substanz. 
Carnosolsäure zeigte in Versuchen anti-virale und anti-bakterielle 
Eigenschaften, unter Anderem auch gegen das multi-resistente Bakterium 
Staphylococcus aureus (Shin et al., 2013; Vazquez et al., 2016). 
In übergewichtigen, Insulin-resistenten Mäusen wirkt sich Carnosolsäure durch 
Hemmung des Tumor Nekrose Faktor-α (= TNFα) positiv auf die Insulin-
Sensitivität der Mäuse aus und verminderte die mit Übergewicht einhergehende 
verstärkte Entzündungsneigung (Tsai et al., 2014).  
Carnosolsäure wirkt sich ebenfalls hemmend auf Lipasen des Pankreas aus, 
woraufhin die Energieaufnahme durch die Nahrung reduziert wird und die 
Gewichtszunahme von Mäusen reduziert werden konnte (Ninomiya et al., 
2004).  
Carnosolsäure wird des Weiteren ein neuroprotektiver Effekt durch seine anti-
angiogenen Eigenschaften zugeschrieben (Kayashima & Matsubara, 2012). Im 
Tierversuch konnte die Anzahl der zugrunde gehenden Neurone bei Ratten mit 
Alzheimer durch die anti-oxidativen Eigenschaften von Carnosolsäure reduziert 
werden (Azad et al., 2011).  
Die Substanz zeigt ebenfalls positive Eigenschaften für Krebsprävention und 
Tumortherapie: In Lungenkarzinomzellen verlangsamte Carnosolsäure durch 
Inhibition der Transkription, woraufhin die mRNA-Bildung um bis zu 50% 
reduziert wurde, das Tumorwachstum und verminderte die Produktion des 
gewebeschädigenden Benzo-α-Pyren der Tumorzellen (Offord et al., 1995). 
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In Versuchen mit Ratten konnte die Entstehung von Brustkrebs durch 
Carnosolsäure im Vergleich zur Kontrollgruppe durch Verhinderung von DNA-
Schäden reduziert werden und zeigt somit ein präventives Potential (Singletary 
et al., 1996). 
Die Bildung von Karzinomen in der Wange von Hamstern konnte ebenfalls 
durch Carnosolsäure verlangsamt werden (Rajasekaran et al., 2012).  
Die pro-apoptotische Wirkung von Carnosolsäure kann auf eine Inhibition der 
Expression anti-apoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie und Aktivierung der 
Kaspasen 3 und 9 zurückgeführt werden (Tsai et al., 2011). Des Weiteren führt 
Carnosolsäure zu vermehrter Prostaglandin E2-Synthese (Theoduloz et al., 
2014). 
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3  Ziel der Dissertation 
 
Carnosolsäure werden, wie in Kapitel 2.4 beschrieben, anti-oxidative, anti-
mutagenene, anti-virale, anti-bakterielle, anti-inflammatorische, anti-angiogene 
und pro-apoptotische Eigenschaften zugeschrieben. In Zukunft könnte 
Carnosolsäure somit in vielen Bereichen Anwendung finden. Es lohnt sich 
daher, die Eigenschaften dieser Substanz genau zu untersuchen. 
Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob Carnosolsäure einen Einfluss auf 
das Überleben der Erythrozyten durch Einwirkung auf ihr Suizidprogramm 
besitzt. 
Dafür wurden Erythrozyten für 48 Stunden mit verschiedenen Konzentration 
von Carnosolsäure inkubiert und auf die Charakteristika der Eryptose mit dem 
Durchflusszytometer untersucht. Zu diesen gehört, wie zuvor beschrieben, die 
Phosphatidylserinexposition auf der äußeren Erythrozytenmembran, Abnahme 
des Zellvolumens, erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentrationen und 
Ceramidebildung. 
Um zu untersuchen, ob Carnosolsäure die Eryptose auf dem 
kalziumabhängigen oder dem kalziumunabhängigen Signalweg auslöst, wurde 
die induzierte Eryptoserate auch mit kalziumfreier Ringerlösung gemessen.  
Um die pro-eryptotische Wirkung von Carnosolsäure von dessen hämolytischer 
Wirkung abzugrenzen, wurde das freigesetzte Häm bestimmt. 
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4  Material  
4.1  Erythrozyten 
 
Da ausgereifte Erythrozyten nicht mehr teilungsfähig sind, können sie nicht in 
Zellkulturen vermehrt werden, sondern müssen von freiwilligen Spendern zu 
Verfügung gestellt werden. Freundlicherweise stellte die Blutspendezentrale der 
Universitätsklinik Tübingen diese zur  Verfügung. Die adulten Zellen wurden 
hierfür als Vollblut, welches mit Lithium-Heparin antikoaguliert wurde, von 
gesunden Spendern entnommen. Das Einverständnis der freiwilligen Spender 
ist schriftlich dokumentiert. Um einen möglichen Einfluss von Blutgruppe oder 
Rhesusfaktor auszugleichen wurden Blutproben von Spendern verschiedener 
Blutgruppen verwendet. 
Sowohl die experimentelle Studie als auch die Entnahme von Blut gesunder 
Probanden wurde von der Ethikkommission der Universität Tübingen unter der 
Projektnummer 184/2003V genehmigt. 
Da für die Versuche nicht Vollblut, sondern isolierte Erythrozyten notwendig 
sind, wurde aus jeder Spende 1ml Vollblut zu 3ml Ringerlösung unter einer 
Sterilbank pipettiert. Um die Keimfreiheit der Proben zu gewährleisten wurde 
immer unter einer Sterilbank pipettiert. 
Bei 21°C wurde diese Suspension für 20 Minuten bei 120 rcf (=relative 
centrifugal force) zentrifugiert. Der somit entstehende Überstand an Leukozyten 
und Thrombozyten wurde abpipettiert und verworfen. Die somit isolierten 
Erythrozyten wurden in frische Eppendorf-Cups pipettiert und für höchstens 
zwei Tage in einem Kühlschrank bei 4°C gelagert.  
Um die Messungen mit einem Hämatokrit von 0,4% durchzuführen, wurde zu 
1ml Ringerlösung 4µl Erythrozytenkonzentrat pipettiert. Im Anschluss wurden in 
die Proben 1µl, 2,5µl, 5µl und 10µl Carnosolsäure pipettiert, um die Auswirkung 
von Carnosolsäure in verschiedenen Konzentrationen zu testen. Die Proben 
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wurden bei 37°C für 48 Stunden inkubiert, bevor die jeweiligen Werte 
gemessen wurden.  
Um Fehler zu vermeiden wurde für jede Erythrozytenprobe auch eine 
Negativkontrolle ohne Carnosolsäure, mit lediglich Ringerlösung, und eine 
Kontrollprobe ohne Carnosolsäure aber mit 1µl Dimethylsulfoxid (=DMSO) 
angefertigt. 
 
4.2. Verwendete Substanzen 
4.2.1 Carnosolsäure 
 
Die für die Experimente verwendete Carnosolsäure wurde von der Firma Sigma 
Aldrich GmbH Hamburg bestellt. Um eine Stammlösung der Konzentration 
10mg/ml zu erhalten, wurden 10mg Carnosolsäue mit  1ml DMSO verdünnt. In 
die Proben wurden 0,1µl, 0,25µl, 0,5µl und 1,0µl der Stammlösung pipettiert um 
Carnosolsäurekonzentrationen in den Proben von 1µg/ml, 2,5µg/ml, 5µg/ml und 
10µg/ml zu erhalten. 
 
 
4.2.2 Annexin V 
 
Phosphatidylserin wird, wie in Kapitel 2.1.2 und 2.3 beschrieben, bei 
apoptotischen und eryptotischen Zellen auf der Außenseite der Zellmembran 
exprimiert. Annexin V ist in der Lage, an Phosphatidylserin zu binden. 
Um das gebundene Annexin V messen zu können, wird es mit dem Färbemittel 
Fluoresceinisothiocyant (=FITC), gekoppelt. Das in den Versuchen verwendete 
Annexin-V-FITC wurde bei der Firma Roche Deutschland Holding GmbH 
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gekauft. Für die Versuche wird das Annexin-V-FITC mit dem in 4.3.3 
beschriebenen Waschpuffer im Verhältnis 1:200 verdünnt. 
 
 
4.2.3 Fluo-3-Acetoxymethylester 
 
Fluo-3-Acetoxymethylester ermöglicht die Messung von intrazellulärem 
Kalzium. Es ist ein membranpermeabler Ester und kann somit in die Zellen 
eindringen. Fluo-3-AM-Ester kann selbst nicht an Kalzium binden, aber durch 
intrazelluläre Esterasen wird Fluo-3 freigesetzt, welches an Kalzium konjugieren 
kann. Da es in dieser Konfiguration die Zelle nicht mehr verlassen kann, wird 
bei der Messung im FACS Calibur nur das intrazelluläre Kalzium bestimmt.  
Das in den Vesuchen verwendete Fluo-3 stammt von der Firma Biotium aus 
Hayward (USA) und wird in DMSO gelöst und bei -20°C gelagert. 
Auch Fluo-3 wird für die Versuche mit dem in 4.3.3 beschriebenen Waschpuffer 
im Verhältnis 1:200 verdünnt. 
  
 
4.2.4 DCFDA 
 
Um zu testen, ob Carnosolsäure durch Erhöhung des oxidativen Stress auf den 
suizidalen Zelltod von Erythrozyten einwirkt, sollten die reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) in den Proben gemessen werden. 
2-7-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (=DCFDA) ist ein fluoreszierender 
Farbstoff, welcher an reaktive Sauerstoffspezies binden kann. Durch 
Deacetylierung entsteht hierbei 2-7-Dichlorodihydrofluorescin (=DCF), wessen 
Fluoreszenz vom FACS Calibur gemessen werden kann.  
In den Versuchen wird durch Zugabe von 1µl Antikörper zu 10ml Ringerlösung 
eine Konzentration des Antikörpers in der Lösung von 10µM erreicht. Das in 
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den Versuchen verwendete DCFDA wurde von der Firma Sigma aus 
Schnelldorf geliefert.  
 
 
4.2.5 Antikörper 
 
Wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben ist die Bildung von Ceramide aus 
Sphingomyelin ein wichtiges Merkmal der Eryptose. Um dieses nachzuweisen 
werden mehrere Antikörper verwendet. Ein von Mäusen stammender Anti-
Ceramide-Antikörper (Clone MID 15B4 der Firma Alexis aus Grünberg) kann an 
Ceramide binden. Für die Versuche wurde der Antikörper im Verhältnis 1:10 in 
PBS-BSA (siehe Kapitel 4.3.4) gelöst. 
Der Anti-Ceramide-Antikörper ist jedoch nicht fluoreszent und kann somit vom 
FACS Calibur nicht bestimmt werden. Aus diesem Grund wird ein von Ziegen 
stammender Antikörper verwendet. Dieser polyklonale fluorescein-
isothiocyanate-konjugierte (=FITC) Anti-Maus IgG und IgM Antikörper wurde 
von der Firma BD Pharmingen aus Hamburg geliefert und für die Versuche im 
Verhältnis 1:50 mit PBS-BSA (siehe Kapitel 4.3.4) verdünnt. 
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4.3 Verwendete Lösungen 
4.3.1 Ringerlösung 
 
Eine Nährlösung soll für die Zellen eine stressarme Umgebung bieten und sie 
mit lebensnotwendigen Substraten versorgen. 
Durch den bei ihrer Reifung stattfindenden Verlust ihrer Organellen ist der 
Stoffwechsel der Erythrozyten eingeschränkt. Für die Energiegewinnung reicht 
ihnen somit Glucose im Nährmedium. Des Weiteren ist es wichtig, dass sie 
ihren Elektrolythaushalt im Gleichgewicht halten können. Abweichungen 
würden in den Erythrozyten zu Stress und somit zu erhöhter Eryptose führen. 
Deswegen wurde eine Ringerlösung hergestellt, welche die gleiche Osmolarität, 
Elektrolytkonzentration und pH-Wert wie humanes Blutplasma besitzt. Die 
Ringerlösung enthält somit NaCl, KCl, MgSO4, CaCl2, Glukose, NaOH und H2O. 
Um den pH-Wert der Ringerlösung bei 7,4 konstant zu halten, wurde 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-1)-Ethansulfonsäure (=HEPES) hinzu gefügt. In 
Tabelle 1 sind die genauen Konzentrationen der Bestandteile der Ringerlösung 
aufgelistet. 
 
 
Tabelle 1: Zusammensetzung der Ringerlösung 
Substanz Konzentration [mM] Menge für 1L [g] 
NaCl 125 7,305 
HEPES 32,2 7,674 
NaOH 13,7 0,541 
KCl 5 0,373 
Glucose 5 0,901 
MgSO4 1 0,296 
CaCl2 1 0,111 
H2O  982,798 ml 
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4.3.2 Kalziumfreie Ringerlösung 
 
Um abzugrenzen, ob Carnosolsäure Eryptose über den kalziumabhängigen 
oder den kalziumunabhängigen Signalweg auslöst, wurde auch eine 
Ringerlösung ohne Kalzium als Nährmedium hergestellt. Der pH-Wert beträgt  
7,4, so wie die zuvor beschriebene Ringerlösung. Die genauen Konzentrationen 
der Bestandteile lassen sich Tabelle 2 entnehmen. 
 
 
Tabelle 2: Zusammensetzung der kalziumfreien Ringerlösung 
Substanz Konzentration [mM] Menge für 1 L[g] 
NaCl 125 7,305 
HEPES 32,2 7,674 
NaOH 13,7 0,541 
KCl 5 0,373 
Glucose 5 0,901 
MgSO4 1 0,296 
EGTA 1 0,190 
H2O  982,798 ml 
 
 
 
4.3.3 Waschpuffer 
 
Wie in 4.2.2 und 4.2.3 erwähnt, ist für die Messung der Phosphatidylexposition 
und des intrazellulären Kalziums ein Waschpuffer nötig.  
Der Waschpuffer besitzt durch die Konzentrationen von NaOH und HEPES 
ebenfalls einen physiologischen pH von 7,4. Da die Bindung von Annexin V an 
Phosphatidylserin kalziumabhängig ist, enthält der Waschpuffer im Gegensatz 
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zur Ringerlösung mehr NaCl. Die genauen Anteile des Waschpuffers können 
Tabelle 3 entnommen werden. 
 
 
Tabelle 3: Zusammensetzung des Waschpuffers 
Substanz Konzentration [mg/ml] Menge für 1L [g] 
NaCl 140 7,305 
HEPES 10 2,383 
CaCl2 5 0,555 
NaOH 4 0,168 
H2O  990ml 
 
 
4.3.4 Phosphatgepufferte Kochsalzlösung und BSA 
 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (=Phosphate Buffered Saline, PBS) ist 
eine isotone Lösung, welche nicht toxisch auf Zellen wirkt. Der pH-Wert ist 7,4 
und somit für die Zellen ebenfalls verträglich. Die Lösung eignet sich somit um 
Zellkulturen zu waschen. Die genaue Zusammensetzung kann Tabelle 4 
entnommen werden.  
 
 
Tabelle 4: Zusammensetzung gepufferten Kochsalzlösung 
Substanz Konzentration [mM] Menge für 1L [g] 
NaCl 137 8 
Na2HPO4 ∙ 2 H2O 8,1 1,44 
KCl 2,7 0,2 
KH2PO4 1,76 0,24 
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PBS enthielt außerdem 0,1% Rinderserumalbumin (=Bovine Serum Albumin, 
BSA).  
Für die Versuche wurde der Ceramide-Antikörper im Verhältnis 1:10 und der 
Anti-Maus-IgG/IgM-Antikörper im Verhältnis 1:50 mit PBS-BSA verdünnt. 
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5  Methoden  
5.1 Durchflusszytometrie 
 
1968 wurde die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie an der Universität 
Münster entwickelt und noch im gleichen Jahr patentiert (Wolfgang & Wolfgang, 
1971). Ein weiterer Name für die Durchflusszytometrie ist Fluorescence 
Activated Cell Sorting (=FACS). 
Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es möglich, Zellen und Partikel in einer 
Suspension zu zählen und zu analysieren. Man kann hierbei die Größe der 
Partikel, deren Granulierung und Fluoreszenzintensität bestimmen (Oberle et 
al., 2010). 
Für die Analyse werden die Zellen oder Partikel, in unserem Fall Erythrozyten, 
aus der Suspension durch ein dünnes Rohr angesaugt. Der Durchmesser 
dieses Rohres ist so klein, dass jeweils nur ein einziger Erythrozyt in die 
Zählkammer eintritt (Beisker, 2013). Dort trifft ein Laserstrahl genau definierter 
Wellenlänge auf den Erythrozyt, woraufhin das Licht je nach Größe und 
Beschaffenheit der Zelle unterschiedlich gestreut wird (Oberle et al., 2010). Ist 
die Zelle fluoreszenzmarkiert, so entstehen bei diesem Vorgang ebenfalls 
Fluoreszenzimpulse. Dieses Streulicht und die Fluoreszenzimpulse können nun 
von Detektoren aufgenommen und verarbeitet werden. 
Um die Zellgröße zu bestimmen, ist das Vorwärtsstreulicht (=Forward Scatter) 
wichtig (Koch et al., 2013). Es verläuft parallel zur Richtung des Laserstrahls 
und entsteht durch Lichtbeugung. Das durch Lichtbrechung entstehende seitlich 
gestreute Licht (=Side Scatter) gibt Auskunft über die Granulierung der Zelle. 
Diese ist für Eryptose jedoch irrelevant.  
Die für diese Studie wichtigen Messgrößen sind somit das Vorwärtsstreulicht 
und die Fluoreszenzmessung. 
In den Versuchen dieser Studie wurde das FACS-Calibur der Firma Becton 
Dickinson Biosciences aus Heidelberg verwendet. 
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5.2 Annexin-V-Bindung und Vorwärtsstreulicht 
 
Wie in Kapitel 4.1 und 4.2.1 erwähnt, werden jeweils 4µl Erythrozytenkonzentrat 
mit 1ml Ringerlösung und 0,1µl, 0,25µl, 0,5µl und 1µl Carnosolsäure angesetzt, 
um Carnosolsäurekonzentrationen von 1µg/ml, 2,5µg/ml, 5µg/ml und 10µg/ml 
für die Proben zu erhalten. Diese werden, zusammen mit der Negativkontrolle 
und der DMSO-Kontrolle bei 37°C im Wärmeschrank inkubiert.  
Nach 48 Stunden werden aus jeder Probe 150µl in eine Mikrotiterplatte 
pipettiert. Diese wird mit 160 rpm(=revolutions per minute) bei 21°C für 3 
Minuten zentrifugiert. Der flüssige Überstand wird daraufhin verworfen. 
In jede Probe werden nun 150µl Annexin-Waschpuffer (siehe Kapitel 4.3.3) 
pipettiert. Für 15 Minuten wird die Suspension nun wieder in den 37°C warmen, 
lichtlosen Wärmeschrank gestellt.  
Die Annexin-V-Fluoreszenz wurde nun im FACS Calibur mittels einer 
Erregungswellenlänge von 488nm und einer Emissionswellenlänge von 530nm 
bestimmt.  
Gleichzeitig wurde mittels eines „Dot Plots“ der Forward Scatter der Zellen und 
somit deren Größe bestimmt. Hierfür wurde auf einer linearen Skala das 
Vorwärtsstreulicht und das seitlich gestreute Licht aufgeführt und im 
geometrischen Mittel analysiert. 
 
 
5. 3 Eryptose im kalziumfreien Medium 
 
Um zu testen, ob Carnosolsäure den suizidalen Zelltod der Erythrozyten über 
den kalziumabhängigen oder den kalziumunabhängigen Signalweg auslöst, 
wurde der im vorigen Kapitel beschriebene Versuch mit der höchsten 
Konzentration an Carnosolsäure, 10µg/ml, in kalziumhaltiger und kalziumfreier 
Ringerlösung (siehe Kapitel 4.3.2) durchgeführt. Um Fehler auszuschließen 
wurden wieder Negativkontrollen ohne Carnosolsäure angefertigt.  Es wurden 
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zur Ermittlung der Eryptoserate wieder Annexin-V-Fluoreszenz und 
Vorwärtsstreulicht bestimmt.  
 
 
5.4 Messung des intrazellulären Kalziums durch Fluo-3 
 
Der Aufbau dieses Versuches beginnt wie die Annexin-V-Messung des Kapitels 
5.2. Nach der Inkubation, dem 3-minütigen Zentrifugieren und Verwerfen des 
Überstandes, wird jedoch statt Annexin-Waschpuffer, 150µl Fluo-3-Waschpuffer 
(siehe Kapitel 4.3.3) zum Zellpellet pipettiert. Die Suspension wird nun für 30 
Minuten bei 37°C im Wärmeschrank inkubiert. Die Fluoreszenz des an Kalzium 
gebundenen Fluo-3 wird nun im FACS Calibur mit einer Erregungswellenlänge 
von 488nm und einer Emissionswellenlänge von 530nm gemessen. 
 
 
5.5 Ceramide-Messung 
 
Um die Menge an Ceramide zu ermitteln werden erneut Proben bei 37°C für 48 
Stunden inkubiert. Im Anschluss werden 100µl aus den Proben in eine 
Mikrotiterplatte pipettiert. Diese wird bei 1600 rpm für 3 Minuten zentrifugiert 
und der Überstand wird verworfen.  
Dem Zellpellet werden nun 100µl Anti-Ceramide-PBS-BSA (siehe Kapitel 4.3.4) 
hinzu pipettiert. Die Suspension wird nun für eine Stunde bei 37°C im 
Wärmeschrank gelagert. Um die überschüssigen Antikörper zu entfernen 
wurden die Zellen zwei Mal gewaschen. Hierfür wurde PBS-BSA ohne 
Antikörper hinzugefügt und die Mikrotiterplatte für 3 Minuten bei 1000rpm 
zentrifugiert und der Überstand entfernt.  
Nach den Waschvorgängen wird dem Zellpellet nun das in PBS-BSA, welches 
den FITC-konjugierten Antikörper (siehe Kapitel 4.2.5) enthält, zugefügt. Die 
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Proben erneut in den Inkubator gestellt, dieses Mal für 30 Minuten. Um 
ungebundene Antikörper zu entfernen, wurden die Zellen erneut, wie zuvor 
beschrieben, gewaschen.  
Für die Messung im FACS Calibur müssen die Zellen in einer Flüssigkeit 
suspendiert sein, weshalb zu jeder Probe 200µl PBS-BSA pipettiert wurde.  
Die Fluoreszenz wurde nun im Durchflusszytometer mit einer 
Erregungswellenlänge von 488nm und einer Emissionswellenlänge von 530nm 
bestimmt. 
 
 
 
5.6 Messung der reaktiven Sauerstoffspezies 
 
Nach 48-stündiger Inkubation bei 37°C wurde aus jeder Probe 150µl in eine 
Mikrotiterplatte pipettiert und für 3 Minuten bei 1600rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen. Je 150µl der 10µM DCFDA-Ringerlösung wurden 
zu den Proben pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten im dunklen 
Wärmeschrank wurden 150µl Ringerlösung ohne DCFDA zu den Proben 
pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde für drei Minuten bei 1600rpm zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. Nachdem die Zellen auf diese Weise drei Mal 
gewaschen wurden, pipettierte man 200µl Ringerlösung zum Zellpellet und maß 
die Fluoreszenz im FACS Calibur. Die Erregungswellenlänge betrug wieder 
488nm und die Emissionswellenlänge 530nm. 
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5.7 Messung der Hämolyse 
 
Substanzen können nicht nur zum suizidalen Zelltod von Erythrozyten führen, 
sondern auch zu deren Hämolyse. Hierbei wird Hämoglobin aus den Zellen 
freigesetzt. Um zu bestimmen, ob Carnosolsäure neben Eryptose auch 
Hämolyse auslöst, wurde somit das freigesetzte Hämoglobin bestimmt. 
Neben den Proben mit Carnosolsäure wurde für diesen Versuch auch Proben 
mit 4µl Erythrozytenkonzentrat in destilliertem Wasser angesetzt.  
Die Proben wurden nach Inkubation für 3 Minuten bei 1600rpm zentrifugiert. 
Aus dem Überstand wurden jeweils 100µl pipettiert. Die Überstände wurden 
dann im Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von 405nm untersucht. 
Die Erythrozyten im destillierten Wasser wurden als 100% Hämolyse definiert, 
da Erythrozyten in destilliertem Wasser lysiert werden. Durch Verdünnung der 
lysierten Erythrozyten konnte eine Standardkurve für die Hämolyse der 
Erythrozyten erstellt werden. 
Die Werte der Proben konnten nun mit der Standardkurve verglichen werden 
und somit die Hämolyse berechnet werden. 
 
 
5.7 Statistik 
 
Die Daten werden als arithmetisches Mittel ± Standardfehler (=SEM) 
angegeben. Wie in den Abbildungen angegeben wurden die Daten statistisch 
analysiert mit Hilfe der Varianzanalyse (=ANOVA, analysis of variance), dem 
Schnelltest nach Turkey und dem t-Test.  
Nur p-Werte, welche kleiner als 0,05 sind, wurden als statistisch signifikant 
gewertet. 
n bezeichnet die Anzahl der Erythrozytenproben und somit der Patienten. Für 
jedes Erythrozytenkonzentrat wurden mit den Proben für das Experiment auch 
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Kontrollproben angesetzt, da Erythrozytenproben unterschiedlich auf pro-
eryptotische Reize reagieren können. 
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6  Ergebnisse  
 
Die in Kapitel 5 beschriebenen Versuche sollen klären, ob und ab welcher 
Konzentration Carnosolsäure auf die Eryptoserate von Erythrozyten Einfluss 
nimmt und durch welche Mechanismen Carnosolsäure eine verstärkte Eryptose 
auslöst. 
 
 
6.1 Annexin-V-Bindung 
 
Da Eryptose unter Anderem durch Phosphatidylserinexposition der 
Erythrozyten gekennzeichnet ist (K. S. Lang et al., 2003), wurde die Menge an 
eryptotischen Zellen, wie in Kapitel 5.2 beschrieben, gemessen, indem die 
Fluoreszenz des an Phosphatidylserin gebundenen, mit FITC konjugierten 
Annexin V am FACS Calibur bestimmt wurde.  
Abbildung 2 und 3 veranschaulichen die erhöhte Annexin-V-Bindung unter 
Einfluss von Carnosolsäure. 
Wie Abbildung 3 zeigt, reicht nach 48-stündiger Inkubation bereits eine 
Konzentration von 2,5µg/ml Carnosolsäure um eine signifikant erhöhte 
Phosphatidylserinexposition auszulösen. Die Anzahl Annexin V bindender 
Zellen steigt mit zunehmender Carnosolsäurekonzentration an (Stockinger et 
al., 2015).  
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Abbildung 2:  Effekt von Carnosolsäure auf die Phosphatidylserinexposition: 
Fluoreszenz-Histogramm (Stockinger et al., 2015) 
Original Histogramm Annexin-V-bindender Zellen nach 48-stündiger Inkubation in Ringerlösung 
(graue Fläche) und mit 10µg/ml Carnosolsäure (schwarze Linie) (Stockinger et al., 2015). 
 
Abbildung 3: Konzentrationsabhängiger Effekt von Carnosolsäure auf die 
Phosphatidylserinexposition (Stockinger et al., 2015) 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n=11) der Annexin-V-Bindung von Erythrozyten nach 48-
stündiger Inkubation in Ringerlösung (weißter Balken), DMSO (1µl DMSO/ml Ringerlösung, 
grauer Balken) und verschiedener Konzentrationen (1µg/ml, 2,5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml) an 
Carnosolsäure (schwarze Balken). *(P<0.05) und ***(P<0.001) zeigen die Signifikanz der Werte 
im Vergleich zur Negativkontrolle (ANOVA) (Stockinger et al., 2015).  
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6.2 Messung des Vorwärtsstreulichts 
 
Volumenverlust und die somit einhergehende Zellschrumpfung ist ein weiteres 
Merkmal des suizidalen Zelltodes von Erythrozyten (Bratosin et al., 2001). 
Mittels Durchflusszytometrie konnte durch die Veränderung des 
Vorwärtsstreulichts Aussage über die Größe der Erythrozyten getroffen werden 
(siehe Kapitel 5.2). Nach 48 Stunden Inkubationszeit mit verschiedenen 
Konzentrationen an Carnosolsäure zeigte die Probe mit 10µg/ml Carnosolsäure 
ein signifikant verändertes Vorwärtsstreulicht. Abbildung 4 und 5 zeigen diese 
Veränderung des Vorwärtsstreulichts (Stockinger et al., 2015). 
 
 
 
Abbildung 4: Effekt von Carnosolsäure auf Erythrozyten Forward Scatter: Histogramm 
(Stockinger et al., 2015) 
Original Histogramm der Erythrozytenvorwärtsstreulichts nach 48 Stunden Inkubationszeit in 
Ringerlösung (graue Fläche) und mit 10µg/ml Carnosolsäure (schwarze Linie) (Stockinger et al., 
2015). 
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Abbildung 5: Konzentrationsabhängiger Effekt von Carnosolsäure auf Erythrozyten 
Forward Scatter (Stockinger et al., 2015) 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n=11) des Erythrozytenvorwärtsstreulichts nach Inkubation mit 
Ringer Lösung (weißter Balken), DMSO (1µlDMSO/ml Ringerlösung, grauer Balken) und 
unterschiedlichen Konzentrationen (1µg/ml, 2,5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml)   an Carnosolsäure 
(schwarze Balken) für 48 Stunden. ***(P<0.001) zeigt die Signifikanz der Werte im Vergleich zur 
Negativkontrolle (ANOVA) (Stockinger et al., 2015). 
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6.3 Messung des intrazellulären Kalziums  
 
Erhöhtes zytosolisches, aus intrazellulären Kalziumspeichern freigesetztes oder 
von extrazellulär einströmendes Kalzium spielt eine Rolle bei der 
Zellschrumpfung während des suizidalen Zelltodes (K. S. Lang et al., 2003). Um 
die Auswirkung von Carnosolsäure auf die intrazelluläre Kalziumkonzentration 
zu untersuchen, wurden die Erythrozytenproben für 48 Stunden mit und ohne 
Carnosolsäure inkubiert und mit Fluo-3-AM, welches an Kalzium bindet, 
markiert. Die erhöhte Fluo-3-Fluoreszenz stellte hierbei die erhöhte 
intrazelluläre Kalziumkonzentration dar. Wie Abbildung 6 und 7 zeigen, wird die 
intrazelluläre Kalziumkonzentration erhöht und erreicht ab einer 
Carnosolsäurekonzentration von 10µg/ml statistische Signifikanz (Stockinger et 
al., 2015).   
 
 
Abbildung 6: Effekt von Carnosolsäure auf intrazelluläre Kalziumaktivität: Histogramm 
(Stockinger et al., 2015) 
Original Histogramm der Fluo-3-Fluoreszenz in Erythrozyten nach 48-stündiger Inkubation in 
Ringerlösung ohne (graue Fläche) und mit 10µg/ml Carnosolsäure (schwarze Linie) (Stockinger 
et al., 2015). 
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Abbildung 7: Konzentrationsabhängiger Effekt von Carnosolsäure auf intrazelluläre 
Kalziumaktivität (Stockinger et al., 2015) 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n=11) der Fluo-3-Fluoreszenz in Erythrozyten nach 48-stündiger 
Inkubation in Ringerlösung (weißer Balken), mit verschiedenen Konzentrationen (1µg/ml, 
2,5µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml)   an Carnosolsäure (schwarze Balken) und mit DMSO (1µlDMSO/ 
ml Ringerlösung, grauer Balken). ***(P<0.001) zeigt die Signifikanz der Werte im Vergleich zur 
Negativkontrolle (ANOVA) (Stockinger et al., 2015). 
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6.4 Eryptose im kalziumfreien Medium 
 
Um zu testen, ob bei der von Carnosolsäure ausgelösten Eryptose die Öffnung 
von Kalziumkanälen mit Eintritt von extrazellulärem Kalzium eine Rolle spielt, 
wurden Erythrozytenproben für 48 Stunden sowohl mit 10µg/ml Carnosolsäure 
als auch ohne in kalziumhaltiger und kalziumfreier Ringerlösung inkubiert. Wie 
Abbildung 8 zeigt, wird die Wirkung von Carnosolsäure durch den Entzug von 
extrazellulärem Kalzium signifikant geschwächt. Dennoch zeigt Carnosolsäure 
auch im kalziumfreien Medium eine signifikante Erhöhung der Annexin-V-
Bindung. Abbildung 9 zeigt, dass der Effekt von Carnosolsäure auf die 
Zellschrumpfung durch Kalziumentzug nicht signifikant geschwächt wurde 
(Stockinger et al., 2015). 
Man kann somit davon ausgehen, dass der Kalziumeinstrom von extrazellulär 
einen Teil des Mechanismus darstellt, auf dem Carnosolsäure Eryptose auslöst, 
jedoch andere Mechanismen ebenfalls eine Rolle spielen.  
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Abbildung 8: Kalziumsensitivität der von Carnosolsäure hervorgerufenen 
Phosphatidylserinexposition (Stockinger et al., 2015) 
 
8A und 8B: Original Histogramm der Annexin-V-Bindung der Erythrozyten nach 48-stündiger 
Inkubation mit Ringerlösung ohne (graue Fläche) und mit 10µg/ml Carnosolsäure (schwarze 
Linie). Abbildung 8A stellt die Fluoreszenz in kalziumhaltiger Ringerlösung dar, Abbildung 8B im 
kalziumfreien Medium.  
8C: Arithmetisches Mittel ± SEM (n=12) der Annexin-V-Bindung in Erythrozyten nach 48 
Stunden Inkubation in Ringerlösung ohne (weiße Balken) und mit 10µg/ml Carnosolsäure 
(schwarze Balken). Die linken Balken zeigen die Annexin-V-Bindung im kalziumhaltigen 
Medium, die rechten Balken im Kalziumfreien. ***(P<0.001) zeigt die Signifikanz der Werte im 
Vergleich zur Negativkontrolle. #(P<0.05) zeigt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur  
Kalziumhaltigen Ringerlösung (ANOVA) (Stockinger et al., 2015). 
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Abbildung 9: Kalziumsensitivität der von Carnosolsäure hervorgerufenen 
Zellschrumpfung (Stockinger et al., 2015) 
9A und 9B: Original Histogramm des Erythrozyten Vorwärtsstreulichts nach Inkubation in 
Ringerlösung ohne (graue Fläche) und mit 10µg/ml Carnosolsäure (schwarze Linie). 9A stellt 
den gemessenen Forward Scatter in kalziumhaltiger Ringerlösung, 9B in kalziumfreier 
Ringerlösung dar. 
9C: Arithmetisches Mittel ± SEM (n=12) des Forward Scatter nach 48 Stunden Inkubation in 
Ringerlösung ohne (weiße Balken) und mit 10µg/ml Carnosolsäure (schwarze Balken). Die 
linken Balken zeigen den Forward Scatter im kalziumhaltigen Medium, die rechten Balken im 
Kalziumfreien. **(P<0.01) und ***(P<0.001) zeigen die Signifikanz der Werte im Vergleich zur 
Negativkontrolle (Stockinger et al., 2015). 
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6.5 Ceramide-Messung 
 
Da über den ceramide-abhängigen Signalweg die Eryptose auch ohne erhöhte 
Kalziumkonzentration eingeleitet werden kann, wurde getestet, ob 
Carnosolsäure Eryptose auch durch vermehrte Ceramide-Anreicherung der 
Erythrozytenmembran auslöst. Erythrozytenproben wurden daher für 48 
Stunden inkubiert und die Ceramide-Anreicherung mittels fluoreszierender 
Antikörper im FACS Calibur gemessen. Figur 10 und 11 zeigen, dass bei einer 
Konzentration von 10µg/ml Carnosolsäure die Ceramide-Anreicherung der 
Membran signifikant erhöht wird. Carnosolsäure löst die Eryptose somit auch 
durch den ceramide-abhängigen Signalweg aus (Stockinger et al., 2015).  
 
 
Abbildung 10: Wirkung von Carnosolsäure auf Ceramide-Anreicherung (Stockinger et al., 
2015) 
 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n=5) der Ceramide-Anreicherung nach 48-stündiger Inkubation in 
Ringerlösung ohne (weißer Balken) und mit 10µg/ml Carnosolsäure (schwarzer 
Balken).**(p<0.01) zeigt eine signifikante Erhöhung im Vergleich zur Negativkontrolle (t Test) 
(Stockinger et al., 2015).  
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Abbildung 11: Wirkung von Carnosolsäure auf Ceramide-Anreicherung: Histogramm 
(Stockinger et al., 2015) 
 
Original Histogramm der Ceramide-Anreicherung auf der Erythrozytenoberfläche nach 48-
stündiger Inkubation in Ringerlösung ohne (graue Fläche) und mit 10µg/ml Carnosolsäure 
(Stockinger et al., 2015). 
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6.6 Messung der reaktiven Sauerstoffspezies 
 
Oxidativer Stress ist eine weitere Möglichkeit, Eryptose auszulösen (Duranton 
et al., 2002). Aus diesem Grund wurde getestet, ob nach der 48-stündigen 
Einwirkung von Carnosolsäure die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies 
zunimmt. Durch die Bindung von DCFDA an die reaktiven Sauerstoffspezies 
sollten diese im FACS Calibur als erhöhte Fluoreszenz analysierbar werden. 
Wie aus Abbildung 12 und 13 ersichtlich wird, vermindert Carnosolsäure 
(10µg/ml) nach 48 Stunden Inkubation die DCFDA-Fluoreszenz und somit den 
oxidativen Stress der Erythrozyten signifikant (Stockinger et al., 2015). 
 
 
 
 
Abbildung 12: Wirkung von Carnosolsäure auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in 
Erythrozyten: Histogramm (Stockinger et al., 2015) 
 
Original Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer Inkubation von 48 
Stunden in Ringerlösung ohne (graue Fläche) und mit (schwarze Linie) 10µg/ml Carnosolsäure 
(Stockinger et al., 2015). 
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Abbildung 13: Wirkung von Carnosolsäure auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in 
Erythrozyten (Stockinger et al., 2015) 
 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n=5) der DCFDA-Fluoreszenz in Erythrozyten, welche 48 
Stunden in Ringerlösung ohne (weißer Balken) oder mit (schwarzer Balken) 10µg/ml 
Carnosolsäure inkubiert wurden. ***(p<0,001) zeigt eine Signifikante Veränderung der Werte im 
Vergleich zur Negativkontrolle (t Test) (Stockinger et al., 2015). 
 
 
6.7 Messung der Hämolyse 
 
Wie in der Einleitung beschrieben, ist der suizidalen Zelltod der Erythrozyten, 
die Eryptose, von der Hämolyse abzugrenzen. Nachdem durch die vorigen 
Experimente bewiesen werden konnte, dass Carnosolsäure Einfluss auf die 
Eryptose von Erythrozyten hat, sollte nun geklärt werden, ob Carnosolsäure 
auch die Hämolyse der Erythrozyten induziert. 
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Bei der Hämolyse wird im Gegensatz zur Eryptose Hämoglobin freigesetzt. 
Dieses konnte im Überstand photometrisch bestimmt werden. Nach 48-
stündiger Inkubation erhöht Carnosolsäure die Hämolyserate der Erythrozyten. 
Abbildung 14 zeigt, dass dieser Effekt ab einer Konzentration von 10µg/ml eine 
statistische Signifikanz erreicht (Stockinger et al., 2015).  
 
 
 
Abbildung 14: Konzentrationsabhängige Wirkung von Carnosolsäure auf die Hämolyse  
(Stockinger et al., 2015) 
 
Arithmetisches Mittel ± SEM der Hämolyse (n=5) nach 48-stündiger Inkubation in Ringerlösung 
ohne (weißer Balken) und mit verschiedenen Konzentrationen (1µg/ml, 2,5µg/ml, 5µg/ml, 
10µg/ml)   an Carnosolsäure (schwarze Balken) und mit DMSO (1µlDMSO/ ml Ringerlösung, 
grauer Balken). ***(p<0,001) zeigt eine signifikante Veränderung im Vergleich zur 
Negativkontrolle (Stockinger et al., 2015). 
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7 Diskussion 
7.1 Diskussion der Methoden 
 
Bei allen Versuchen dieser Studie wurde die Wirkung von Carnosolsäure auf 
Erythrozyten durch Erythrozytenkonzentrat getestet. Um die Versuche 
aussagekräftig zu machen, wurden die Rahmenbedingungen für die Versuche 
möglichst realistisch gewählt: Die Ringerlösung, welche als Nährmedium dient 
besitzt einen physiologischen pH von 7,4 und ist plasmaisoton. Der 
Wärmeschrank wurde auf eine Temperatur von 37°C eingestellt, um den 
Rahmenbedingungen im menschlichen Körper möglichst nahe zu kommen. 
Trotzdem muss bedacht werden, dass die Versuche in vitro stattgefunden 
haben, nicht in vivo. Mögliche Änderungen der Ergebnisse unter den 
komplexen Bedingungen des Körpers lassen sich somit nicht ausschließen. 
Des Weiteren wurden die Erythrozyten für nur 48 Stunden inkubiert. Im 
menschlichen Körper haben die roten Blutkörperchen eine durchschnittliche 
Lebensdauer von 120 Tagen. Während dieser Zeit können viele andere Stimuli 
auf die Erythrozyten einwirken und somit die Auswirkung von Carnosolsäure 
verstärken oder abschwächen. Darüber, inwiefern dies in einem in vivo-
Experiment der Fall wäre, lässt sich durch die durchgeführten Versuche keine 
Aussage treffen. 
Bei der Lagerung der Substanzen wurde auf die Herstellerangaben geachtet. Je 
nach Angabe wurden die Substanzen bei 4°C oder -20°C gelagert. Für 
lichtempfindliche Substanzen wurden lichtundurchlässige Behälter verwendet. 
Alle für die Substanzen verwendeten Behälter wurden vor und nach den 
Versuchen luftdicht verschlossen.  
Das hergestellte Erythrozytenkonzentrat wurde in beschrifteten Eppendorf-Cups 
bei 4°C gelagert. Es wurde darauf geachtet, dass das Erythrozytenkonzentrat 
maximal zwei Tage gelagert wurde. 
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Alle Versuche wurden mit dem Erythrozytenkonzentrat mehrerer Spender 
durchgeführt um falsche Ergebnisse aufgrund individueller Unterschiede 
vorzubeugen. Die Messwerte wurden gemittelt um Messfehler auszugleichen. 
Es wurde unter möglichst sterilen Bedingungen gearbeitet. Um 
Verunreinigungen zu vermeiden, wurde immer unter einer Sterilbank pipettiert. 
Leichte Verunreinigungen der Proben können dennoch nicht komplett 
ausgeschlossen werden. 
Um falschen Ergebnissen aufgrund verunreinigter Ringerlösung oder DMSO 
entgegenzuwirken, wurden Negativkontrollen ohne Carnosolsäure erstellt. Die 
Negativkontrollen würden des Weiteren vor falschen Ergebnissen im Fall von 
verunreinigtem Erythrozytenkonzentrat schützen. 
Durchflusszytometrische Methoden sind in der Forschung zur Untersuchung 
von Zellen und Zellbestandteilen eine etablierte Technik und eignen sich somit 
auch zu Untersuchung der Eryptose. Um Verunreinigungen vorzubeugen wird 
das FACS Calibur im physiologischen Institut nach jeder Messung gereinigt. 
 
 
7.2 Diskussion der Ergebnisse 
 
Die durchgeführten Versuche zeigen, dass Carnosolsäure den suizidalen 
Zelltod von Erythrozyten stimuliert und geben Hinweise, auf welchen 
Signalwegen diese Substanz den suizidalen Zelltod der Erythrozyten auslöst.  
Ein wichtiges Merkmal der Eryptose ist die Phosphatidylserinexposition an der 
Außenseite der Erythrozytenmembran (F. Lang & Qadri, 2012). Wie in Kapitel 
2.2.2 beschrieben, befindet sich Phosphatidylserin bei gesunden Zellen auf der 
Innenseite der Membran (Smith, 1987). Wird es durch Scramblasen an die 
Außenseite der Membran gebracht, können Rezeptoren der Makrophagen an 
diese Zellen binden und die Phagozytose einleiten (Rubartelli et al., 1997). Die 
Phosphatidylserinexposition besitzt allerdings auch einen negativen Effekt: 
Phosphatidylserin steigert die Adhäsion der Erythrozyten an Endothel und kann 
  59 
somit zu Blutkoageln und zum Verschluss kleiner Kapillaren führen (Wautier et 
al., 2011; Wood et al., 1996). 
Die Phosphatidylserinexposition wurde mit Hilfe der FITC-konjugierten Annexin-
V-Bindung analysiert. Bei Inkubation mit Carnosolsäure erhöhte sich die 
Phosphatidylserinexposition ab einer Konzentration von 2,5µg/ml signifikant und 
stieg bei erhöhter Konzentration weiter an (Stockinger et al., 2015).  
Die für suizidale Erythrozyten typische erhöhte intrazelluläre 
Kalziumkonzentration konnte unter Einfluss von Carnosolsäure anhand der 
erhöhten Fluo-3-Fluoreszenz beobachtet werden (Stockinger et al., 2015). 
Eryptotische Zellen schrumpfen, da Kaliumchlorid über Ionenkanäle, welche 
durch erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentration, oxidativen Stress oder 
Ceramide geöffnet werden können,  die Zelle verlässt und der Erythrozyt nun 
durch Osmose Wasser verliert (K. S. Lang et al., 2005a). Die Zellgröße wurde 
durch Bestimmung des Vorwärtsstreulicht analysiert. Unter Einfluss von 
Carnosolsäure verringerte sich die Größe der Erythrozyten. Dieser Effekt 
erreichte statistische Signifikanz ab einer Konzentration von 10µg/ml 
(Stockinger et al., 2015). 
Um zu testen, ob Carnosolsäure die Eryptose auf dem kalziumabhängigen 
Signalweg auslöst, wurden Phosphatidylserinexposition und Zellgröße unter 
Einfluss von Carnosolsäure im kalziumfreien und kalziumhaltigen Nährmedium 
untersucht und verglichen. Sowohl Zellgröße als auch 
Phosphatidylserinexposition waren auch in kalziumfreier Ringerlösung 
signifikant verändert. Die Annexin-V-Bindung war signifikant geringer erhöht im 
Vergleich zum Versuch mit kalziumhaltiger Ringerlösung (Stockinger et al., 
2015). Dies weist darauf hin, dass Carnosolsäure zum Teil durch den 
Kalziumeinstrom von extrazellulär die Eryptose auslöst, jedoch auch andere 
Mechanismen zugrunde liegen müssen. 
Ein weiterer Mechanismus der Eryptose ist die Erhöhung des oxidativen 
Stresses in Erythrozyten. Die reaktiven Sauerstoffspezies wurden mittels 
DCFDA-Fluoreszenz bestimmt. Nach Inkubation mit Carnosolsäure verminderte 
sich die DCFDA-Fluoreszenz  (Stockinger et al., 2015). Carnosolsäure wirkt 
somit nicht durch Erhöhung des oxidativen Stress pro-eryptotisch.  
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Um den ceramide-abhängigen Signalweg zu überprüfen wurde die Ceramide-
Anreicherung der Erythrozytenmembran mittels mehrerer Antikörper bestimmt. 
Da der Ceramide-Gehalt der Erythrozytenmembran unter Einfluss von 
Carnosolsäure erhöht war, weist dies darauf hin, dass Carnosolsäure auch über 
den Ceramide-abhängigen Signalweg die Eryptose auslöst (Stockinger et al., 
2015). 
Eine erhöhte Auslese von Erythrozyten wirkt sich positiv auf den klinischen 
Verlauf von Malaria aus. Schon im Jahr 1954 konnte ein Zusammenhang 
zwischen Sichelzellanämie und Schutz vor Malaria festgestellt werden (Allison, 
1954). Mittlerweile konnten Versuche zeigen, dass bei der vermehrten 
Phagozytose der sichelförmigen Erythrozyten die sich in ihnen vermehrenden 
Plasmodien ebenfalls beseitigt werden (Aidoo et al., 2002). Geht ein Erythrozyt 
aufgrund von Eryptose zugrunde, werden die in ihm befindlichen Malariaerreger 
ebenfalls zerstört (Foller et al., 2009a). Eine durch Carnosolsäure induzierte 
erhöhte Eryptoserate könnte somit ebenfalls positive Auswirkungen auf den 
Krankheitsverlauf von Malariapatienten haben. 
Eine vermehrte Eryptose ist mit vielen Krankheiten vergesellschaftet. Hierzu 
gehören unter Anderem Eisenmangel- (Kempe et al., 2006) und 
Sichelzellanämie (P. A. Lang et al., 2009), Hämolytisch Uremisches Syndrom 
(P. A. Lang et al., 2006b), Fieber (Foller et al., 2010a), Lebererkrankungen (P. 
A. Lang et al., 2007), Sepsis (Kempe et al., 2007), Niereninsuffizienz (Abed et 
al., 2014) und Lungenkrebs (Bissinger et al., 2016). Bei diesen Krankheiten 
könnte die durch Carnosol weiter verstärkt auftretende Eryptose zur Anämie 
führen, oder eine vorbestehende Anämie verschlimmern. Diese 
vorbestehenden Krankheiten könnten somit eine Kontraindikation für die Gabe 
von Carnosolsäure darstellen.  
Um zu testen, ob Carnosolsäure auch hämolytisch wirkt, wurde das durch 
Hämolyse freigewordene Hämoglobin in den Überständen photometrisch 
bestimmt. Nach Inkubation mit Carnosolsäure war die Hämolyse ab einer 
Konzentration von 10µg/ml signifikant erhöht (Stockinger et al., 2015). Geht ein 
Erythrozyt durch Hämolyse zugrunde, werden dessen zelluläre Bestandteile 
freigesetzt. Das von den Erythrozyten freigesetzte Hämoglobin wirkt 
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schädigend auf die Gefäße und kann somit zu Thrombosen führen (Woollard et 
al., 2009). Besonders werden durch Häm auch die Tubuli der Niere geschädigt. 
Dies kann bei verstärkt auftretender Hämolyse bis zur Niereninsuffizienz führen 
(Qian et al., 2010). Sollte sich Carnosolsäure als Medikament etablieren, kann 
eine bereits bestehende Niereninsuffizienz eine Kontraindikation darstellen. 
Carnosolsäure wirkt jedoch nicht nur auf Erythrozyten. In Versuchen zeigte 
Carnosolsäure anti-mikrobielle Eigenschaften gegen multi-resistente 
Staphylococcus-aureus-Stämme (Shin et al., 2013; Vazquez et al., 2016). Es 
erhöhte die Insulin-Sensitivität in Mäusen (Tsai et al., 2014) und wirkte 
neuroprotektiv in Ratten mit Alzheimer (Azad et al., 2011). Des Weiteren wirkte 
sich Carnosolsäure protektiv, wachstumshemmend und pro-apoptotisch in 
verschiedenen Tumoren aus (Offord et al., 1995; Rajasekaran et al., 2012; 
Singletary et al., 1996). 
Trotz der Kontraindikationen lohnt sich somit weitere Forschung mit 
Carnosolsäure durch die vielseitigen positiven Einflüsse auf Krankheiten, 
welche bereits in vitro und in Tierversuchen gezeigt werden konnten. 
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8 Zusammenfassung 
 
 
In dieser Studie sollte mittels in vitro Versuchen getestet werden, ob 
Carnosolsäure einen Einfluss auf den suizidalen Zelltod von Erythrozyten 
ausübt. Mittels verschiedener Versuche sollte geklärt werden, über welche 
Mechanismen Carnosolsäure die charakteristischen Merkmale der Eryptose 
auslöst. 
Hierfür wurden Phosphatidylserinexposition, Zellschrumpfung, intrazelluläre 
Kalziumkonzentration, ROS- und Ceramidebildung gemessen. 
Phosphatidylserinexposition und Zellschrumpfung wurden sowohl im 
kalziumhaltigen als auch im kalziumfreien Nährmedium untersucht. Des 
Weiteren wurde getestet, ob Carnosolsäure hämolytisch wirkt.  
Die Phosphatidylserinexposition wurde mithilfe von FITC-konjugiertem Annexin-
V bestimmt. Carnosolsäure bewirkte sowohl in kalziumhaltiger, als auch in 
kalziumfreier Ringerlösung eine signifikant erhöhte Phosphatidylserinexposition, 
wobei dieser Effekt durch Kalziumentzug signifikant geschwächt wurde. 
Die Zellschrumpfung wurde durch die Änderung im Vorwärtsstreulicht 
untersucht. Sowohl im kalziumhaltigen, als auch im kalziumfreien Medium war 
die Wirkung von Carnosolsäure signifikant. Kalziumentzug führte hierbei zu 
keiner signifikanten Abschwächung des Effekts.  
Der signifikante Anstieg des intrazellulären Kalziums in den Erythrozyten nach 
Einwirkung von Carnosolsäure wurde am FACS Calibur mittels der Fluo-3-
Fluoreszenz bestimmt. 
Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und somit die DCFDA-Fluoreszenz 
sank nach Inkubation der Erythrozyten mit Carnosolsäure.  
Um die Bildung von Ceramide nachzuweisen, wurden zwei unterschiedliche 
Antikörper verwendet und deren Fluoreszenz am FACS Calibur analysiert. Die 
Untersuchung zeigte eine signifikante Erhöhung der Ceramidebildung. Die 
Hämolyserate wurde durch photometrische Untersuchung des 
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Hämoglobingehalts im Überstand ermittelt. Carnosolsäure steigerte die 
Hämolyse signifikant. 
Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass Carnosolsäure pro-eryptotisch, 
aber auch hämolytisch wirkt und die Eryptose sowohl durch den 
kalziumabhängigen, als auch den ceramide-abhängigen Signalweg auslöst. 
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